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MOLEKULSKI MEHANIZMI STRUKTURNOG REMODELIRANJA MRKOG
MASNOG TKIVA PACOVA INDUKOVANOG INSULINOM

REZIME

U svetlu sve veceg broja dokaza koji ukazuju na prisustvo metabolicki aktivnhog mrkog
masnog tkiva (BAT — brown adipose tissue, engl.) kod odraslih ljudi, kao i na njegovu
potencijalnu ulogu u sprecavanju razvoja gojaznosti, insulinske rezistence i metabolickog
sindroma uopste, sve je vise studija o rasvetljavanju metabolickog znacaja ovog tkiva, kao i
njegovoj termogenoj stimulaciji u svrhu terapije navedenih poremecaja. Insulin se, kao
vazan anabolicki hormon, smatra znacajnim modulatorom strukturne organizacije 1 funkcije
BAT. Cilj ovog istrazivanja bio je rasvetljavanje molekulskih osnova insulinom-
indukovanog strukturnog remodeliranja BAT putem identifikacije mehanizama kojt
reguliSu insulinom-stimulisanu proliferaciju i diferencijaciju celija, kao 1 identifikacije
mehanizama koji ucestvuju u ostecenjima celija i njihovom umiranju. Pacovi soja Wistar su
jednom dnevno tretirani fizioloSkom (0.4 IU/kg telesne mase) i suprafizioloskom (4 IU/kg
telesne mase) dozom insulina, jedan (akutan tretman) ili tri (hronican tretman) dana. Kao
fizioloska kontrola, dve grupe pacova su u istom trajanju tretirane fizioloskim rastvorom
(akutna i hroni¢na kontrola). Tri sata nakon poslednje doze, zivotinje su zrtvovane, a
interskapularni depo BAT je izolovan, izmeren i pripremljen za tehnike svetlosne 1
elektronske mikroskopije. Analiza tkiva izvrena je koriS¢enjem metoda histohemijskog i
imunohistohemijskog bojenja, metoda konfokalne i transmisione elektronske mikroskopije
1 elektron-disperzivne analize X-zracima (EDX) hemijskog sastava tkiva kao i metoda
stereoloske 1 morfometrijske analize. Rezultati su pokazali postojanje strukturnog i
funkcijskog remodeliranja BAT, gde dominiraju procesi hipertrofije i hiperplazije Celija,
pracene povecanjem termogenog kapaciteta mrkih adipocita (raste ekspresija dekuplujuceg
proteina 1 (UCP1 —  wncoupling protein 1, engl), udeo mitohondrija, procesi
mitohondriogeneze). S druge strane, primetno je da se, narocito pri hroni¢nim 1 tretmanima
visokom dozom insulina, javljaju citotoksi¢ni i inhibitorni efekti na pojedine celije ili
klastere celija: raste ucestalost celijske smrti, ekstravazacija eritrocita i njihovo uklanjanje od
strane mrkih adipocita i makrofaga, (evidentno toksicno po adipocite sudeéi po rastu:
ckspresije enzima antioksidativne odbrane; lipidne peroksidacije i nitrozilacije proteina,

ucestalosti lipofuscinogeneze). Takode se pri hronicno visokoj hiperinsulinemiji smanjuje



ckspresija regulatora termogeneze (PGC-1a - peroxisome proliferator-activated receptor — y coactivator - 1a,
engl) ukazujuéi da produzeno izlaganje visokim dozama insulina, moze da inhibira
termogeni odgovor tkiva, o ¢emu svedoci i povecana ucestalost mitohondrijalnih osteéenja.
Povecana ekspresija proinflamatornih citokina (INF-o - zumor-necrosis factor — a, engl.,
interleukina 6), nukleusnog faktora — kB (NF-kB) i makrofagnog inflamatornog proteina -
38 (MIP-38) u pojedinacnim zrelim, multilokulusnim adipocitima, preadipocitima i
unilokulusnim adipocitima ukazuje na njthovu potencijalnu ulogu u lokalnom smanjenju
insulinske senzitivnosti. U vezi sa hiperplazijom celija, primeceno je da su adipogeneza 1
angiogeneza u BAT vremenski 1 prostorno povezane, tj. da postoji udruzenost navedenih
procesa, koja ukazuje na potrebu udruzenog nastanka adipocita i endotelskih ¢éelija, u svrhu
efikasnog strukturno-funkcijskog remodeliranja tkiva. Sumarno, moze se zakljuciti da
hiperinsulinemija ima znacajan efekat na BAT — potvrdeno je anabolicko dejstvo insulina i
vaznost njegove uloge u stimulaciji BAT, ali je i pokazana toksi¢nost visoke doze i
hroni¢nog izlaganja na celije BAT; s$to je sve doprinelo rasvetljavanju molekulskih
mehanizama u osnovi strukturnog remodeliranja ovog tkiva. Takode, pokazano je da se
visoka plasticnost BAT ogleda u postojanju funkcionalnih klastera celija, u kojima se
odvijaju svi vazni tkivni procesi (adipo/angiogeneza, Celijska smrt, eritrofagocitoza), $to
ukazuje na pravilnu uredenost tkivne organizacije i strukturnog remodeliranja, kao
preduslova za pravilno funkcionisanje tkiva, kako u fizioloskim, tako i u uslovima

izmenjene tkivne homeostaze, $to je pokazano na modelu hiperinsulinemije.

KL]UCNE RECI: mrko masno tkivo, insulin, hiperinsulinemija, strukturno remodeliranje

tkiva, adipogeneza, angiogeneza, termogeneza, mrki adipocit
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MOLECULAR MECHANISMS OF INSULIN-INDUCED RAT BROWN
ADIPOSE TISSUE STRUCTURAL REMODELING

ABSTRACT

There is an increasing amount of evidence that indicates presence of brown adipose tissue
(BAT) in adult humans, and its potential role in prevention of obesity, insulin resistance
and metabolic syndrom, in general. That is why number of studies on elucidation of the
metabolic importance of this tissue, along with its thermogenic stimulation in order to treat
these disorders, increases. As an important anabolic hormone, insulin is considered as a
major modulator of BAT structure and function. The aim of this study was to elucidate the
molecular basis of insulin-induced structural remodeling of BAT through the identification
of mechanisms that regulate insulin-stimulated proliferation and differentiation and
through the identification of mechanisms involved in cell damage and death. Wistar strain
rats were treated intraperitoneally with physiological (0.4 IU/kg BW) or supraphysiological
(4 TU/kg BW ) dose of insulin for one (acute treatment) or three days (chronic treatment),
respectively. Two groups of rats served as physiological controls, and were treated with
saline (acute and chronic control). Three hours after the last injection the animals were
sacrificed and the interscapular portion of BAT was removed, its weight was measured and
it was processed for electron and light microscopic examinations. Methods of
histochemical staining, immunohistochemical labeling, confocal and transmission electron
microscopy, tissue electron-dispersive X-ray microanalysis (EDX) and stereological and
morphometric analyses were performed. The results showed the existence of structural and
functional remodeling of BAT, based on adipocyte hypertrophy and hyperplasia which are
followed by increasing of thermogenic capacity (expression of uncoupling protein 1
(UCP1), cellular proportion of mitochondria, mitochondrial biogenesis). On the other
hand, it is obvious that, especially after chronic and high-dose treatments, insulin cytotoxic
and inhibitory effects on individual cells or cell clusters occur: incidence of cell death
increases, as well as red blood cell extravasation and their removal by brown adipocytes and
macrophages (which is evidently toxic for the adipocyte, since expression of antioxidative
defense enzymes, lipid peroxidation, protein nitrosilation and lipofuscin formation were
increased). Also, during chronically high hyperinsulinemia, expression of peroxisome

proliferator-activated receptor - y coactivator - la (PGC-1a), regulator of thermogenesis



decreases, indicating that prolonged exposure to high doses of insulin can inhibit
thermogenic response of BAT, as evidenced by the increased frequency of mitochondrial
damage in brown adipocytes. Increased expression of proinflaimmatory cytokines (tumor-
necrosis factor - « (TNF-o), interleukin 6), nuclear factor — kB (NF-kB) and macrophage
inflammatory protein - 38 (MIP-3@) in individual mature, multilocular adipocytes,
preadipocytes and unilocular adipocytes, demonstrates their potential role in local decrease
of insulin sensitivity. Regarding hyperplasia of cells, it was noticed spaciotemporal
association between processes of adipogenesis and angiogenesis, which means that there is
a connection between these processes, demonstrating the need for the coupled
differentiation of adipocytes and endothelial cells, for the purpose of efficient structural
and functional remodeling of the tissue. In summary, it can be concluded that
hyperinsulinemia has a significant impact on BAT — we confirmed the anabolic effect of
insulin, and the importance of its role in BAT stimulation, but also demonstrated the
toxicity of high dose and chronic exposure to insulin on BAT cells, all of which contribute
to understanding the molecular mechanisms underlying structural remodeling of the tissue.
In addition, it was shown that the high plasticity of BAT is reflected in the existence of
functional clusters of cells, which take place in all the important processes in the tissue
(adipo/angiogenesis, cell death, erythrophagocytosis), indicating the proper arrangement of
tissue organization and structural remodeling as a prerequisite for the proper functioning of
the tissue under physiological conditions and during altered tissue homeostasis, as shown

on the model of hyperinsulinemia.

KEY WORDS: brown adipose tissue, insulin, hyperinsulinaemia, structural tissue

remodeling, adipogenesis, angiogenesis, thermogenesis, brown adipocyte
SCIENTIFIC FIELD: BIOLOGY
SPECIAL TOPICS: CELL AND TISSUE BIOLOGY
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1. UVOD

1.1. STA JE MRKO MASNO TKIVO I ZBOG CEGA JE ZNACAJNO?

1.1.1. Tipovi masnog tkiva
Masno (adipozno) tkivo, izgradeno prvenstveno iz adipocita, vrsta je vezivnog tkiva

koje ima sposobnost masovnog deponovanja lipida. Kod sisara se na osnovu strukture,

funkcije i anatomske lokalizacije razlikuju dva tipa masnog tkiva (Slika 1):

* Belo masno tkivo (WAT — white adipose tissue, engl.) ¢ija je glavna funkcija deponovanje
energije u formi lipida 1 srece se kod svih zivotinja, kako potkozno tako i visceralno; i

* Mrko masno tkivo (BAT — brown adipose tissue, engl.) koje, sa druge strane, ima vaznu
ulogu u rasipanju energije posto se lipidi deponovani u BAT koriste u procesu
proizvodnje toplote (termogeneza). BAT se srece samo kod sisara gde se prvenstveno
nalazi u specificnim regionima, prvenstveno u blizini ve¢ih krvnih sudova

(interskapularno, subskapularno, aksilarno i suprasternalno).

Slika 1. Tipovi masnog tkiva kod sisara — (a) — WAT sa krupnim, okruglim unilokulusnim adipocitima;
(b) — BAT sa viseugaonim, multilokulusnim adipocitima.

Strukturno se ova dva tipa tkiva mogu razlikovati ve¢ na nivou svetlosne mikroskopije, s

obzirom da se 1 adipociti iz kojih su gradeni razlikuju, kako anatomski tako i funkcionalno

(Slika 2):

* Beli adipociti se jos nazivaju i unilokulusni, s obzirom da njthovu unutrasnjost veé¢im
delom ispunjava krupno, jedinstveno lipidno telo, a ostatak citoplazme sa nukleusom je

sveden na tanak sloj ispod celijske membrane; zbog ¢ega su ove ¢elije uglavnom krupne

1]



Uvod |

1 okruglog oblika. Njihova osnovna funkcija, u skladu sa gradom, je akumulacija energije
u formi masnih kiselina unetih hranom, u vidu triglicerida; koje se po potrebi oslobadaju
1 distribuiraju do ciljnih ¢elija u organizmu. Pored funkcije deponovanja energije, ove
¢elije imaju i vaznu funkciju toplotne izolacije (insulacije) organizma kao i1 endokrinu
funkciju, s obzirom da luc¢e hormone, citokine 1 ostale bioaktivne molekule.

* Mrki adipociti (multilokulusni) su manji od unilokulusnih, viseugaonog su oblika,
poseduju veci broj sitnijih lipidnih tela, i veliki broj karakteristicnih mitohondrija sa
pravilno uredenim kristama (Slika 3). Njihova struktura je takode u skladu sa
funkcijom, naime masne kiseline lipidnih tela se koriste za produkciju toplote u
mitohondrijama, pa su lipidi u formi sitnijih depozicija, kako bi se omoguéio laksi

pristup enzima (lipaza), i oslobadanje masnih kiselina.

Slika 2. Tipovi adipocita — (a) — beli, unilokulusni adipociti, i (b) — mrki multilokulusni adipociti.
Modifikovano iz: Frontini A. i Cinti S., 2010. Cell Metab. 11.

1.1.2. Osnovna funkcija mrkog masnog tkiva — termogeneza bez drhtanja

Mali, hibernatorski i novorodeni sisari prvenstveno, poseduju dve strategije za
dodatnu produkciju toplote — termogenezu drhtanjem i termogenezu bez drhtanja (NST -
non-shivering thermogenesis, engl.) (Banet i sar., 1978). Termogeneza drhtanjem podrazumeva
kontrakcije skeletnih misi¢a u uslovima izlaganja hladnodi, dok se kod NST produkcija
toplote vrsi u jedinstvenom termogenom organu — BAT (Swuth i Horwitz, 1969; Nicholls i
Locke, 1984). Shodno svojoj funkciji, mrki adipociti imaju vtlo visok respiratorni kapacitet

(Cannon i Nedergaard, 2004), zahvaljuju¢i mitohondrijma, njihovoj velikoj zastupljenosti 1
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specijalizovanoj strukturi i funkciji, koje zajedno sa visokom prokrvljenoséu doprinose

mrkoj boji ovog tkiva.

Slika 3. Ultrastrukturni prikaz tipicnog mrkog adipocita — uocavaju se brojne mitohondrije (M) sa
pravilno uredenim kristama, brojna lipidna tela (Lt), kompleks Goldzi (Go) i nukleus (N). Tipicna za BAT
Jje i visoka prokrvijenost, zbog cega je svaki adipocit okruzen sa vise kapilara (Kap). Modifikovano iz:
Cinti S., 2001. Proc Nutr Soc. 60(3):319-28.

Termogena aktivnost mrkih adipocita je posledica posedovanja jedinstvenog
mitohondrijalnog, tzv. dekuplujuceg proteina - 1 (UCP1 — wuncoupling protein 1, engl.)
(Bowilland i sar., 1985) (Slika 4). UCP1 je protein unutrasnje mitohondrijalne membrane
mrkih adipocita c¢ija je funkcija rasipanje protonskog elektrohemijskog gradijenta, ¢ime se
respiracija odvaja od sinteze ATP (Kiingenberg i Huang, 1999). Drugim recima, ovaj
transmembranski protein omoguéava protonima (H"), ispumpanim u medumembranski
prostor radom elektron-transportnog lanca, da se vrate u matriks mitohondrije, ¢ime se
energija nastala pri oksidaciji supstrata umesto za sintezu ATP, rasipa u vidu toplote, koja
se iz mrkih adipocita krvotokom salje kroz organizam.

U cilju razumevanja funkcije BAT, a posebno remodeliranja (hiperplazija,
hipertrofija 1 atrofija tkiva) pri razlicitim fizioloskim uslovima kojima se menja ukupan
termogeni kapacitet tkiva, razumevanje faktora koji uticu na akutnu aktivaciju mrkih
adipocita, njthov nastanak, diferencijaciju i umiranje, je od sustinskog znacaja.

Termogeneza BAT je pod kontrolom simpatickog nervnog sistema (SNS) koji
obezbeduje centralnu kontrolu NST (Suter, 1969). Termogeneza se akutno aktivira putem
delovanja noradrenalina na B;-adrenergicke receptore (B;-AR). Glavno gotivo za odrzavanje

termogenog kapaciteta tkiva su masne kiseline (Rousset i sar., 2004) koje se zahvaljujuci
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hormon senzitivnoj lipazi (HSL) 1 lipoprotein lipazi (LPL) oslobadaju iz triglicerida lipidnih
tela i lipoproteina (Rabelo i sar., 1997).

Masne kiseline
Glukoza

Spoljasnja
mitohondrijalna
; H+ H* . H" H* e % membrana
Citosol H H H H - Medumembranski
ATP prostor
Elektron sintaza UCESd }
transportni \
lanac ,
- Os1 Pl Unutradnja
K\ 5P ’ %1 mitohondrijalna
- AL |
NADH v v \ ""/. l membrana
FADH, H* H0 (ATP) H* H*
NAD+ Matrix
FADH
f N
(ATP)
&
Mitohondrija N" P Rad (anaboli¢ki procesi,
'//‘;I P e \{A‘ " ) transport, pokretanje celije,
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Slika 4. Shematski prikaz procesa termogeneze bez drhtanja u mitohondriji mrkog adipocita —
zahvaljujuc¢i UCPI proteinu u unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani, elektrohemijski gradijent se ne
koristi za sintezu ATP, ve¢ se rasipa u vidu toplote . Modifikovano iz: Krauss S. i sar., 2005. Nat Rev Mol
Cell Biol. 6.

Fizioloska uloga endogene produkcije toplote u procesu NST je odrzavanje stalne
telesne temperature nezavisno od dnevnih 1 sezonskih temperaturnih fluktuacija.
Produkcija toplote u BAT se takode aktivira visokokalorichom ishranom §$to doprinosi
,wsagorevanju‘ viska hrane (Rothwell i Stock, 1983; Himms-Hagen, 1995). Genska ablacija BAT
ili B-adrenergickih receptora odgovornih za njegovu aktivaciju, dovodi do razvoja
gojaznosti i dijabetesa tipa 2 (T2D) kod miseva (Lowell i sar., 1993; Bachman i sar., 2002) i u
vezi je sa odsustvom termogene aktivnosti (Cannon i Nedergaard, 2010); dok su misSevi sa
ve¢im udelom BAT manje skloni gojaznosti, imaju vecu insulinsku senzitivhost i ne
razvijaju T2D (Kopecky i sar., 1995; Tsukiyama-Kobara i sar., 2001; Xue i sar., 2007). Sve to
potvrduje fizioloski znacaj BAT i ukazuje na njegovo antagonisticko dejstvo u razvoju ovih
oboljenja (van Marken Lichtenbelt i sar., 2009).

Kod ljudi, kolicina BAT se smanjuje kratko po rodenju (oko 3. meseca Zivota) i
doskorasnji naucni stav je bio da nema veéeg znacaja kod odraslih. Neocekivani dokaz o

metabolicki aktivnhom BAT kod odraslih ljudi proizisao je pri fluoro-deoksi-glukoznoj
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pozitron emisionoj tomografiji (FDG PET) (Slika 5) koja je imala za cilj detekciju
metastaza tumora, usled njihove visoke metabolicke aktivnosti i unosa glukoze, a koja je
pokazala prisustvo BAT u cervikalnom, supraklavikularnom, paravertebralnom,
medijastinalnom, paraaortnom i suprarenalnom regionu znacajnog procenta ljudi
(Nedergaard i sar., 2007). Biopsije uzete iz ovih regiona od zdravih osoba, potvrdile su da se
radi o metabolicki aktivhom BAT, na osnovu histoloskih karakteristika i ekspresije iRNK i
proteina karakteristicnih za ovo tkivo (Virtanen i sar, 2009). Danas je broj dokaza o
prisustvu metabolicki aktivnog BAT kod odraslih ljudi, u vezi sa adipoznoséu,
temperaturom, polom 1 uzrastom, sve veci (Cypess i sar., 2009; Saito i sar., 2009; van Marken
Lichtenbelt i sar., 2009; Virtanen i sar., 2009), zbog ¢ega su mehanizmi nastanka i razvoja ovog
tkiva 1 njegovih Celija, prvenstveno mrkih adipocita, pod dejstvom razlicitih fizioloskih i

farmakoloskih faktora, predmet intenzivnih istrazivanja na iznalazenju reSenja u terapiji

gojaznosti.

FDG PET-CT
Normalna uhranjenost Gojaznost
termoneutralnost izlaganje hladno¢i izlaganje hladno¢i

Slika 5. Detekcija BAT FDG PET metodom kod normalno uhranjenih i gojaznih ljudi pri temperaturi
termoneutralnosti i izloZenosti hladnoéi. Modifikovano iz: van Marken Lichtenbelt i sar., 2009. New
Engl J. Med. 360.

1.2. PLASTICNOST MRKOG MASNOG TKIVA

Pored aktivacije BAT, koja podrazumeva postojanje termogene aktivnosti u tkivu,
potrebno je razlikovati 1 proces hipertrofije BAT pod kojom se podrazumeva citav niz
koordinisanih  strukturnih 1 funkcionalnih  promena  kojima se  povecava
termogeni/metabolicki kapacitet, odnosno tkivo se priprema za predstojeu termogenu
aktivnost (Cannon i Nedergaard, 2004). BAT je vtlo dinamic¢no tkivo koje se karakterise

izuzetnim stepenom plasticnosti 1 sposobnoséu remodeliranja (Foster i Frydman, 1979;
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Rothwell i Stock, 1979) tokom celog zZivota. Na remodeliranje BAT uti¢u dva suprotna
procesa — tkivna hipertrofija i atrofija (regresija), koje imaju ulogu obezbedivanja nove
homeostaze u razlicitim metabolickim uslovima koji vladaju u tkivu (Otasevic 7 sar., 20717).
Naime, tkivna masa i njegova metabolicka aktivnost se povecavaju u odgovoru na razlicite
stimuluse, kao s§to su: hladnoca, ishrana, hormoni, faza razvica, hibernacija itd. Prekid ovih
stimulusa indukuje regresiju BAT koje se pri tom od aktivhog, hiperplasticnog tkiva,
prevodi u inaktivno tkivo koje ulazi u proces atrofije (Himms-Hagen, 1990).

BAT je znatno prokrvljenije od WAT s§to mrkim adipocitima obezbeduje
odgovarajuce snabdevanje kiseonikom i metabolickim supstratima, kao 1 odvodenje toplote
produkovane u procesu NST (Bukowiecki i sar., 1986). Sem toga, BAT je 1 vtlo inervisano
tkivo. Noradrenalin osloboden iz simpatickih nervnih zavrsetaka u BAT se vezuje za brojne
a- i B-AR, ¢ime se stimuliSe hiperplazija preadipocita putem B;-AR, a lipoliza i termogena
aktivnost putem B3-AR (Cannon i Nedergaard, 2004). Aktivacija simpaticke stimulacije
termogenog programa u BAT, predstavlja kompleksan proces koga c¢ini niz biohemijskih,
morfoloskih i citoloskih desavanja koji veoma brzo transformisu dormantno BAT u veoma
hipertroficno i aktivnho tkivo. Tom se prilikom povecava sadrzaj UCP1, indukuje
hipertrofija zrelih mrkih adipocita, kao i proliferacija i diferencijacija prekursorskih celija
adipocita. Takode dolazi do: mitohondriogeneze, angiogeneze, peroksizmalne biogeneze,
povecanja proteinske i DNK sinteze, lipolize, mitohondtijske B-oksidacije masnih kiselina i
smanjenja nivoa Celijske smrti (Swuter, 1969; Bukowiecki i sar., 1986; Himms-Hagen, 1990;
Lindquist i Rebnmark, 1998). Sem toga, sami mrki adipociti podlezu morfoloskim
transformacijama - povecava se njihova multilokularnost (raste broj sitnijih lipidnih tela u
citoplazmi), kao i broj mitohondrija sa pravilno uredenim, paralelnim kristama (Suzer, 1969,
Trayburn, 2005). Sve to omogucava povecanje metabolicke aktivnosti tkiva, kao i nivoa
potrosnje kiseonika.

Pored Kklasicne, hladnoc¢om-indukovane NST, i svi ostali vidovi adaptivne
adrenergicke termogeneze, ukljuc¢ujuéi i dijetom-indukovanu, u potpunosti zavise od
aktivnosti mrkih adipocita. Simpaticka stimulacija BAT, ipak ne moze da objasni sva
fizioloska stanja koja dovode do uvecanja BAT i indukcije UCP1 ekspresije. Postoje barem
dva fizioloska stanja koja su u vezi sa uvecanjem BAT, a kod kojih je simpaticka stimulacija
,kontraindikovana®. Jedno je fetalno razvice BAT, kod kojeg bi eventualna intrauterina
simpaticka stimulacija na 37 “C dovela do toplotnog opterecenja majke; a drugo je priprema

za hibernaciju (prehibernacija), posto bi simpaticka inervacija u tom periodu dovela do
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trosenja rezervi lipida neophodnih za termogeno zagrevanje tela u periodu podizanja iz
hibernacije. Figurativno receno, ovakvo uvecanje BAT predstavlja ,,nepodlozenu pec¢* koja
¢eka na ,varnicu® — adrenergicki stimulus, kako bi otpocela produkcija toplote, dakle radi

se o hipertrofi¢cnom, remodelovanom ali jo§ uvek neaktiviranom BAT.

1.2.1. Adipocitna diferencijacija u mrkom masnom tkivu

Adipocitna diferencijacija se odvija u dva stadijuma - 1) proliferacija stem celjja,
opredeljivanje populacije u smeru preadipocitnog pula, ulazak u proces diferencijacije; 2)
terminalna diferencijacija preadipocita do zrelih adipocita (Cristancho i Lazar, 2011). To je
kompleksan proces koji zahteva komunikaciju izmedu vancelijskih stimulusa putem
koordinisane mreze receptora i transkripcionih faktora u nukleusu (Rangwala i Lazar, 2000;
Rosen i sar, 2000; Camp i sar, 2002). Terminalna diferencijacija mrkih adipocita
podrazumeva proces lipogeneze (ekspresija lipogenih enzima koja dovodi do akumulacije
lipida) i razvica termogene masinerije (1 alverde i sar., 2005). Mnoge skorasnje studije
posluzile su identifikaciji kaskade adipogenih faktora koji reguliSu adipogenezu i kod belih 1
kod mrkih adipocita (Fammer, 2006; Rosen i MacDongald, 2006; Gesta i sar., 2007). Razlic¢iti
adipogeni stimulusi indukuju terminalnu diferencijaciju preadipocita putem epigenske
aktivacije peroksizomalnim proliferatorom-aktiviranog receptora-y (PPAR-y — peroxisome
proliferator-activated receptor-y, engl.). Kootdinacija PPAR-y i C/EBP (CCAAT/ enhancer-binding
protein, engl.) transkripcionih faktora odrzava adipocitnu gensku ekspresiju (Cristancho i
Lazar, 2011). PPAR-y-koaktivator-la. (PGC-la. - PPAR-y-coactivator-Ta, engl) kao
koaktivator mnogih transkripcionih faktora, i na prvom mestu, koaktivator PPARy
(Puigserver i sar., 1998), smatra se klju¢nim regulatorom adaptivne termogeneze, mada ne i
glavnim regulatorom sazrevanja mrkih adipocita, jer je pokazano da mrki preadipociti u
kulturi, bez PGC1-a i -B gube moguénost mitohondriogeneze, ali bez uticaja na zadobijanje
ostalih karakteristika zrelih adipocita (Uldry i sar., 20006).

Pored ovih ucesnika, identifikovani su i mnogi drugi aktivatori i inhibitori
diferencijacije (Gesta i sar., 2007; Kajimura i sar., 2008; Tontonoz i Spiegelman, 2008; Tseng i sar.,
2008; Matsuo i sar., 2011), $to sve usloznjava put ka potpunom razumevanju molekulskih
mehanizama terminalne adipocitne diferencijacije.

U svojoj ultrastrukturnoj studiji, Geloen 1 sar. (7990) opisuju cetiri osnovna

stadijuma u razvoju mrkih adipocita:
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1. Intersticijska stem celija, koja ima izgled male, vretenaste Celije, smestene izmedu
mrkih adipocita 1 karakteriSe se visokim nukleusno-citoplazmatskim odnosom,
razbacanim organelama, i1 odsustvom lipidnih tela;

2. Protoadipocit, koji podseca na intersticijske éelije sem $to poseduje retka, sitna lipidna
tela;

3. Preadipocit, koji je nesto vedi, poseduje brojne mitohondrije i sitna lipidna tela i dobro
razvijen glatki endoplazmin retikulum koji je u bliskoj poziciji sa lipidnim telima i
mitohondrijama (Slika 6). Preadipocit poseduje tipi¢nu strukturu rastuéih Celija, sa
dugim citoplazmatskim nastavcima izmedu i oko kapilara.

4. Zreli mrki adipocit, po ovoj klasifikaciji predstavlja finalni stadijum diferencijacije i

odlikuje se brojnim lipidnim telima i mitohondrijama sa paralelno uredenim kristama.

Slika 6. Preadipociti (P) u BAT, uz endotelske celije (END) kapilara (KAP). Uocavaju se sitna lipidna
tela (Lt) i mitohondrije (m) koje su sitnije od mitohondrija zrelih mrkih adipocita (M). Modifikovano iz:
Cinti S. i sar., 2001. Proc. Nutr. Soc. 60(3):319-28.

1.2.2. Poreklo mrkih adipocita

Smatra se da su adipozna tkiva, zajedno sa misi¢nim, hrskavicavim i kostanim
tkivom, mezodermalnog porekla, medutim detaljan opis linije mezenhimskih stem celija
(MSC — mesenchimal stem cells, engl.) koja ¢e dati bele, odnosno mrke adipocite, jos uvek nije
dat. Pretpostavka je da mezenhim daje populaciju zajednickih progenitora koji se razvijaju u

bele ili mrke adipocite, zavisno od tkivno-specificnih efektora. Medutim, evolutivne 1
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razvojne karakteristike ukazuju da su u pitanju razlicita tkiva koja nemaju zajednicko
poreklo. BAT je nastalo znacajno kasnije tokom evolucije, paralelno sa evolucijom NST 1
endotermske regulacije na prelazu od ptica ka sisarima (Gesta i sar., 2007). Tokom fetalnog
razviéa medutim, BAT nastaje znatno ranije od WAT, dostizu¢i maksimum rasta u periodu
rodenja, dok razvoj WAT pocinje sredinom gestacije (kod ljudi) ili ubrzo po rodenju
(glodari) i postepeno se uvecava tokom zivota. Iz wvivo ponekad mrki adipociti postaju
unilokulusni, i po nekim autorima zadobijaju fenotip belih adipocita, i obrnuto, pa neki
naucnici smatraju da postoji mogucnost transdiferencijacije ovih celija (Cintz, 2009) i
interkonverzije BAT 1 WAT (Loncar, 1991). Medutim, sve veci broj nau¢nika ukazuje da je
poreklo mrkih adipocita od sasvim drugacijih progenitora u poredenju sa belim
adipocitima. Timmons i saradnici (2007) su pokazali da mrki adipociti imaju svojstva
miogenih ¢elija, ukazujuéi na mogucnost zajednickog porekla sa misi¢nim celijama koje
takode sagorevaju lipide u svrhu produkcije energije, dok Cinti sa saradnicima (Iran i sar.,

2012) dokazuje postojanje zajednickog endotelsko-adipocitnog progenitora u BAT.

1.3. EFEKTI INSULINA NA MRKO MASNO TKIVO

Insulin ima centralno mesto u regulaciji potrosnje unete hrane, i to upravo preko
dijetom-indukovane termogeneze, barem kod glodara (Rothwell i Stock, 1983). Naime,
pokazana je veza insulina i termogeneze BAT u odrzanju telesne mase (Woods i sar., 1974,
Woods i sar., 1979; Baskin i sar., 1987), kao 1 da insulin stimuliSe termogenezu aktivacijom
simpatikusa (Landsberg, 1986; Rothwell i Stock, 1988; Davidovic i sar., 1997; Martinez-deMena i
Obregon, 2005). Takode, insulin reguliSe i broj B;-AR u BAT kao odgovor na status
ishranjenosti (Hadri i sar., 1997). Pored toga, sve vise podataka ide u prilog hipotezi da
insulin deluje kao regulator unosa hrane na raznim nivoima neuroendokrine ose,
ukljucujudi tu i opioidne peptide u hipotalamusu i hipofizi (Unger i Lange, 1997). Insulin
utice i na gensku ekspresiju leptina (Ceddia i sar., 1998), kao 1 neuropeptida Y (Wilding i sar.,

1993), koji su takode bitni u regulaciji unosa hrane.

1.3.1. Direktni efekti insulina na mrke adipocite

Pored indirektnih efekata insulina na BAT, ovaj hormon ima i vazno direktno
dejstvo na mrke adipocite. Opsti model insulinskog delovanja ukazuje da insulin inicira
svoje bioloske efekte u ciljnim ¢elijama putem vezivanja i aktivacije endogenog tirozin

(Tyr)-kinaznog insulinskog receptora (IR). IR se tom prilikom fosforilise (IR-P) i prenosi
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signale putem fosforilacije Tyr-rezidua brojnih celijskih supstrata ukljucujuéi insulin-
receptorne supstrate (IRS) -1, -2, -3 1 -4 (White, 2003). Nizvodno od IRS aktiviraju se brojni
signalni putevi, ukljucujuci: regulatorne subjedinice fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K), Grb-
2, SHP2 i druge, koji dalje pokrecu kaskadu signala koje sadrze dva osnovna elementa —
mitogen-aktiviranu protein kinazu (MAPK) i PI3K/Akt put (Virkamaki i sar, 1999).
Insulinska stimulacija mrkih adipocita aktivira sve klasicne metabolicke puteve kao $to su:
unos glukoze, proteinska sinteza, lipogeneza i sinteza glikogena (Kfein i sar., 2002), ali i neke
procese specificne za mrke adipocite, kao $to je stimulacija UCP1 ekspresije (VValverde i sar.,

2005) (Slika 7).

Insulinski receptor

Unos glukoze

Slika 7. Shematski prikaz vaznih signalnih puteva insulina u mrkom adipocitu putem insulinskog
receptora. Najveli broj procesa podrazumeva signalne kaskade nizvodno od IRS-1, putem PI3K i MAPK
puta — lipogeneza, UCPI ekspresija, proliferacija; dok se IRS-2 smatra kljucnim u unosu glukoze u
celiju.

Efekat insulina na adipocitnu diferencijaciju

Insulin se smatra glavnim stimulatorom adipogeneze putem aktivacije puta koji
ukljucuje insulinski receptor (IR), IRS-1 1 nizvodne efektore PI3K i Akt (Valerde i sar.,
1997) ¢ime se reguliSe ekspresija gena ukljucenih u lipogenezu, i dolazi do nagomilavanja
lipida u citoplazmi (Valverde i sar., 1992; Ternel i sar., 1996); inhibira inflamacija i stimulise

diferencijacija preadipocita u adipocite (Menghini i sar., 2005). Pored uloge u adipogenezi,
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PI3K/Akt put pod dejstvom insulina i IGF-1 ima ulogu i u prezivljavanju mrkih adipocita
u kulturi (Navarro i sar., 1998).
Efekat insulina na termogenezu

Insulin ima vaznu ulogu i u regulaciji ekspresije UCP1 21z vivo (Valverde i sar., 2003).
Pokazano je, naime, da je odrzavanje normalne serumske koncentracije insulina neophodno
za odrzavanje normalnog nivoa UCP1 u BAT.

Efekat insulina na transport glukoze

Transport glukoze je glavni metabolicki aspekt regulisan od strane insulina u
perifernim tkivima, ukljucuju¢i i BAT. Glukoza je vazno gorivo za BAT i vivo, mnogo
vaznije nego u WAT (Orava i sar., 2011). Pri fizioloskoj insulinskoj stimulaciji BAT ima
ekstremno visok nivo metabolizma glukoze (¢ak 10% totalnog obrta glukoze kod pacova),
iako se smanjenje glikemije detektuje tek kod tretmana suprafizioloskom dozom insulina
(Davidovic i sar., 1997), uz indukciju brojnih metabolickih gena. Glukozni transport se
odrzava prvenstveno putem aktivnosti insulinom-regulisanog glukoznog transportera 4
(GLUT4) (Teruel i sar., 1995). Insulin modulisSe GLUT4 funkciju i povecava unos glukoze
putem slede¢ith mehanizama: 1) stimulacije translokacije unutarcelijskih GLUT4 na
membranu celije; 2) modifikacija GLUT4 proteina ¢ime se utice na unos glukoze; i 3)
povecanja biosinteze i/ili smanjenja degradacije GLUT4 (Watson i Pessin, 2001). GLUT4
iIRNK ekspresija se povecava uporedo sa otpocinjanjem programa adipogene i termogene
diferencijacije u BAT (Teruel/ i sar., 1996) ukazujuéi na vaznost razvoja sistema za unos
glukoze u pravilnom funkcionisanju zrelih mrkih adipocita.

Adipociti BAT predstavljaju model sistem za izucavanje regulatornih elemenata
energetskog metabolizma i insulinskog delovanja. Izucavanje adipocitnih modela znacajno
je unapredilo poznavanje osnovnih celijskih mehanizama ukljucenih u regulaciju unosa
glukoze i energetskog metabolizma, kao 1 poznavanje mehanizama ukljucenih u kontrolu
¢elijske diferencijacije 1 proliferacije (Klein i sar., 2002). Takode, mrki adipociti su ¢est model

sistem za proucavanje razvoja insulinske rezistence (IRes) (1alverde i sar., 2005).

1.3.2. Hiperinsulinemija i insulinska rezistenca u mrkom masnom tkivu
Akutno povecanje koncentracije insulina deluje stimulativno, ali perzistentno

povecanje njegove koncentracije desenzitivise ciljne celije putem brojnih mehanizama,

ukljucujudi efekte na nivou IR (Gavin 7 sar., 1974) kao 1 nizvodno u signalnim kaskadama (Le

Marchand i sar., 1977; Zick, 2003). Odrzavanje povisenog nivoa insulina, bez obzira na
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poreklo, dovesée do opste IRes. Kod transgenih miseva kojima su transfekcijom ubacene
dodatne kopije insulinskog gena, bazalni nivo serumskog insulina je do cetiri puta visi od
normalnog, telesna tezina je normalna, ali dolazi do opste IRes koja je pracena
poremecajem metabolizma glukoze i sekrecije insulina (javlja se netolerancija na glukozu)
(Marban i sar, 1989). Drugi ptimer su pacijenti sa insulinomom, tumorom [} celija
pankreasa, koje karakteriSu: 1) povecan nivo insulina u cirkulaciji; 2) IRes; 3) poremecaj
lucenja insulina u odgovoru na glukozu (Nankervis i sar., 1985; Del Prato i sar., 1993); 4)
povecanje koli¢ine izoformi IR sa nizim afinitetom za insulin (Sbraccia i sar., 1996); 5)
smanjenje efekata insulina na nivou receptora i nizvodno od njega; kao i 6) smanjena
osetljivost na insulin tokom camp studija (Bar i sar., 1977; Skrba i sar., 1996). Hirursko
uklanjanje ovog tumora u potpunosti obnavlja metabolizam glukoze i insulinsku
senzitivnost nakon normalizacije luc¢enja insulina u pankreasu ($&rba i sar., 1993).

IRes se definiSe kao smanjenje normalnog odgovora ciljne Celije ili organizma na
koncentraciju insulina kojoj je izloZzen i vazan je ucesnik u patogenezi T2D 1 ostalih
metabolickih poremecaja kao $to su: gojaznost, hipertenzija, ateroskleroza, hiperlipidemija,
sindrom policisticnih jajnika itd. jednim nazivom objedinjeni kao metabolicki ili sindrom
insulinske rezistence. Stanja IRes mogu biti vezana za defekte na IR ili nizvodno u signalnoj
kaskadi insulina, kao $to su: mutacije na IR koje smanjuju vezivanje insulina, smanjenje
broja IR na membrani ciljne éelije, kao 1 poremecaji insulinske signalizacije (Pessin i Saltiel,
2000; Withers i White, 2000). Veza izmedu periferne IRes i T2D pokazana je u misi¢ima, jetri
1 WAT, ali je sve vise studija koje ukazuju na znacaj insulinskog delovanja i IRes u BAT na
razvoj ove bolesti. Studije na transgenim modelima ukazuju na znacaj BAT u metabolickoj
regulaciji 1 odrzanju energetske ravnoteze. Kao primer, delimi¢na genska ablacija BAT
dovodi do gojaznosti, insulinske rezistence i smanjenja potrosnje kiseonika, ¢ime se ukazuje
na ulogu BAT u energetskom metabolizmu (Lowel/ i sar., 1993; Klaus i sar., 1998). Bliska
veza izmedu gojaznosti i IRes, kao i njihova progresija do T2D, predstavlja ozbiljan
zdravstveni problem danasnjice. Identifikacija faktora koji uticu na razvoj IRes, kao i
otkrivanje nivoa poremecaja insulinske signalizacije, prvi je korak u ustanovljavanju
molekulskih osnova IRes u perifernim tkivima. U skladu sa tim, mrki adipociti mogu
doprineti boljem razumevanju ove situacije.

Misljenje o uzroc¢no-posledicnoj vezi hiperinsulinemije i IRes je podeljeno.
Dominantna uloga se uglavnom pripisuje IRes, koja uzrokuje hiperinsulinemiju u pokusaju

organizma da kompenzuje smanjeni odgovor tkiva na insulin, ¢ime povecava njegovo
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lucenje. Sa druge strane, i sama hiperinsulinemija, bez obzira na poreklo, dovodi do IRes u
svim tkivima koja poseduju signalne puteve insulina, uklju¢ujuéi BAT. Medutim,
hiperinsulinemija, IRes i poremecaj glukozom-stimulisanog lucenja insulina medusobno su
povezani. Sama hiperinsulinemija moze da pokrene sva tri procesa istovremeno (Shanik i
sar., 2008). IRes je udruzena sa produzenim izlaganjem visokom nivou insulina. Bez obzira
da li je prvo doslo do IRes ili do bazalne hiperinsulinemije, sama hiperinsulinemija moze da
pogorsa IRes. Veci broj z vivo 1 in vitro studija sa aplikacijom visokih doza insulina (koje
odgovaraju koncentraciji insulina kod insulin-rezistentnih stanja) potvrdio je da bazalna
hiperinsulinemija moze dovesti do IRes (Kobayashi i Olefsky, 1978; Martin i sar., 1983; Rizza i
sar., 1985).

Pokazano je da akutna i hroni¢na inflamacija dovode do IRes, $to je znacajan
podatak u razumevanju mehanizama nastanka IRes usled nepravilne ishrane, fizioloskog
stresa 1 gojaznosti (Hotamislgil, 2003; Lyon i sar., 2003), ali je takode i znacajna veza izmedu
gojaznosti 1 razvoja T2D. Feinstein 1 sar. (7993) i Hotamisligil i sar.(2003) prvi su pokazali
vezu proinflamatornog citokina TNF-ou (fumor necrosis factor-a, engl.) i IRes. Koncept o
masnom tkivu kao endokrinom organu koje je u stanju da produkuje razlicite citokine 1
ostale bioaktivne supstance brzo je prosiren, pa se pokazalo da pored TNF-a moze da
produkuje i: leptin, rezistin, adiponektin, visfatin, angiotenziogen, interleukin-6 (IL-6),
hemoatraktante monocita, serumski amiloid A i mnoge druge (Zhang i sar., 1994; Shimomura
i sar., 1996; Fried i sar., 1998; Steppan i sar., 2001; Fukuhara i sar., 2005). TNF-a, 1L-6 i
rezistin, zajedno sa drugim pro- i antiinflamatornim citokinima se sve viSe povezuju sa
indukcijom i odrzanjem subakutnog inflamatornog stanja koje se srece kod gojaznosti.
Smatra se da ovi citokini i hemokini aktiviraju unutarcelijske puteve koji pokrecu razvoj
IRes 1 T2D, pri ¢emu se ne radi o efektu pojedinacnih molekula ve¢ o njihovom
udruzenom delovanju koje se onda opisuje kao inflamacija (Shoelson i sar., 2006). Medutim,
vecina studija o inflamatornoj osnovi IRes je izvedena na WAT. Ostaje nerazjasnjeno, da li,
1 u kojoj meri, inflamacija, hiperinsulinemija i IRes u BAT wucestvuju u razvoju

metabolickog sindroma.
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2. CILJ ISTRAZIVAN]JA

S obzirom na sve vecu vaznost koja se pripisuje BAT u sprecavanju razvoja
metabolickog sindroma 1 insulinske rezistence, pri cemu se poseban znacaj pridaje upravo
efektima insulina na ovo tkivo, cilj ovog istrazivanja je ispitati procese koji leze u osnovi
insulinom-stimulisanog remodeliranja BAT.

U tom kontekstu, sprovesce se detaljna mikroskopska, ultrastrukturna, stereoloska 1
morfometrijska analiza promena na nivou tkiva i ¢elija (lipogeneza, mitohondriogeneza,
adipogeneza, angiogeneza, infiltracija makrofaga, apoptoza i citotoksicni efekti insulina);
kao 1 imunohistohemijska analiza u cilju rasvetljavanja molekulskih mehanizama koji se
nalaze u osnovi efekta insulina na ekspesiju proteina ukljucenih u procese: termogeneze
(UCP1), mitohondriogeneze (PGC-1a), regulacije prokrvljenosti tkiva (vaskularni
endotelski faktor (VEGF), izoforme azot monoksid sintaze (NOS — witric oxide synthase,
engl); kao 1 analiza markera endotelskih celija - von Willebrand faktora (vWF)) i
antioksidativne odbrane (izoforme superoksid dismutaze (SOD), katalaza).

Takode, cilj je ispitati i uticaj insulina na: produkciju reaktivnih vrsta putem ekspresije
markera lipidne peroksidacije (4-hidroksinonenal (4-HNE) — proteinskih adukata) 1 markera
nitrozilacije proteina (nitrotirozin); akumulaciju gvozda (eritrofagocitna aktivnost, sinteza
feritina, ekspresija hem oksigenaza - HO-1 i HO-2) sto moze da ukaze na eventualnu
citotoksi¢nost hiperinsulinemije.

Pratice se i efekat insulina na ekspresiju pokazatelja inflamatornog statusa tkiva
(proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-0), nukleusnog faktora — kB (NF-kB) i makrofagnog
inflamatornog proteina - 38 (MIP-38); detekcija makrofaga u tkivu) kako bi se razjasnilo, da
li i u kojoj meri hiperinsulinemija indukuje inflamatorni odgovor i razvoj insulinske
rezistence u BAT.

Detekcija vaznih molekula insulinske signalne kaskade (insulin, IR-P, IRS-1) izvesée se

u cilju rasvetljavanja unutarcelijskih puteva delovanja insulina.
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3. MATERIJAL I METODI

3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTIN]E

U eksperimentu su koris¢eni muzjaci laboratorijskog pacova soja Wistar, stari dva
meseca, proseéne telesne mase na pocetku cksperimenta oko 217 g. Zivotinje su tokom
eksperimenta boravile u definisanim laboratorijskim uslovima: na temperaturi od 22%2 °C,
uz konstantnu vlaznost i dnevno-noéni rezim od 12 ¢asova svetlosti i 12 ¢asova mraka, pri
cemu su imale slobodan pristup cesmenskoj vodi 1 standardnoj briketiranoj hrani za

pacove.

3.2. DIZAJN EKSPERIMENTA

Pre tretmana, zivotinje su podeljene u Sest grupa (po pet zZivotinja), od kojih su dve
tretirane fizioloskim rastvorom u razlicitom trajanju (kontrolne grupe), dok su preostale
Cetiri grupe Zivotinja tretirane razli¢itim dozama insulina u razlicitom trajanju, kako je
prikazano u Tabeli 1.

Tabela 1. Eksperimentalne grupe — ukupno 30 muzjaka pacova soja Wistar, starosti oko 2 meseca
podeljeno je u Sest grupa od po 5 zivotinja, koje su tretirane fizioloskim rastvorom (kontrolne grupe) ili
insulinom u dozi od 0.4 1U/kg telesne mase, odnosno u dozi od 4 1U/kg telesne mase, intraperitonealno
(i.p.). Aplikacija je trajala 1 dan (akutan tretman) ili 3 dana (hronican tretman).

Oznaka grupe Vrsta tretmana Trajanje

fizioloski rastvor,

Akutna kontrolna grupa Ka intraperitonealno (1x dnevno)

1dan

fizioloski rastvor
Hroniéna kontrolna grupa Kh . . ’ 3 dana
grup intraperitonealno (1x dnevno)

Grupa tretirana akutno Insulin 0.4 IU/kg,

. . . 1
niskom dozom insulina 0.4a intraperitonealno (1x dnevno) CET
Grupa tretirana hroni¢no Insulin 0.4 IU/kg,

. . . 0.4h . . 3 dana
niskom dozom insulina intraperitonealno (1x dnevno)
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3.3. ZRTVOVAN]JE ZIVOTINJA I IZOLOVANJE TKIVA

Tri casa nakon poslednje injekcije, svim zivotinjama je izmerena telesna masa
(hroni¢no tretiranim zivotinjama telesna masa merena je i nepostredno pre pocetka
tretmana), a potom su zrtvovane dekapitacijom, bez anestezije. Odmah po dekapitaciji,
izolovan je interskapularni depo BAT, izmeren 1 ociS¢en od okolnog veziva i misica, a
potom podvrgnut razlicitim metodama preparacije za svetlosnu i elektron-mikroskopsku

analizu.

3.4. PRIPREMA TKIVA ZA MIKROSKOPSKE ANALIZE
3.4.1. Kalupljenje tkiva u parafinu

Veéi deo BAT odmah po izolovanju je prenet u neutralni, puferisani 10%-tni
rastvor formaldehida u cilju fiksacije. Nakon 72 casa, tkivo je preko nodi isprano u
cesmenskoj vodi, a potom dehidratisano kroz seriju etanola rastu¢ih koncentracija,
prosvetljeno u ksilolu i ukalupljeno u parafin. Parafinski kalupi tkiva su potom seceni na
rotacionom mikrotomu (Reichert, Austrija) na preseke debljine 5 pum i preneti na

mikroskopske plocice.

3.4.2. Kalupljenje tkiva u smoli

Tkivni isecci BAT, veli¢ine oko 1 mm® podvrgnuti su fiksaciji u 2.5% rastvoru
glutaraldehida, rastvorenog u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 7.2) u trajanju od 4 ¢asa. Nakon
ispiranja u fosfatnom puferu, izvrSena je cetvorocasovna postfiksacija u 2% rastvoru
osmijum-tetraoksida (OsO,) koji je rastvoren u istom puferu. Potom su uzorci dehidratisani
serijom etanola rastu¢ih koncentracija, prosvetljeni u propilen-oksidu i ukalupljeni u

epoksidnoj Araldit smoli (Fluka, Nemacka) na temperaturi od 50 ‘C, u trajanju od 72 casa.

3.5. ULTRASTRUKTURNA ANALIZA TKIVA

Za transmisionu elektron-mikroskopsku (TEM) analizu, aralditski kalupi tkiva su
istrimovani i ise¢eni dijamantskim nozem (Diatome, Svajcarska) na tanke preseke debljine
70 nm, na UCG6 ultramikrotomu (Leica Microsystems, Nemacka). Preseci su montirani na
bakarne ili bakar-paladijumske mrezice, kontrastirani uranil acetatom i olovo citratom u
EM Stain aparatu (Leica Microsystems, Nemacka), a potom posmatrani na CM12

transmisionom elektronskom mikroskopu (Philips/FEI, Holandija).
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3.6. MORFOMETRIJSKA I STEREOLOSKA ANALIZA TKIVA

3.6.1. Odredivanje volumenske gustine krvnih sudova

U svrhu odredivanja volumenske gustine (Vv, zapreminskog udela) krvnih sudova u
BAT, korisceni su polu-tanki preseci tkiva (debljine 1 pm) ukalupljenog u smoli, prethodno
obojeni 1% rastvorom toluidin plavog u 1% tetraboraksu (natrijum tetraborat). Bojenje je
vrseno nakapavanjem jednakih kolicina toluidin plavog i tetraboraksa na preseke, uz
zagrevanje na grejnoj ploci 2-3 minuta, nakon cega su preseci isprani u ¢esmenskoj vodi.
Vv krvnih sudova u BAT odredena je Vajblovom metodom (Weibel, 1962), na po 10
nasumicno odabranih testnih polja od svake Zivotinje iz svih grupa. Analiza je vrsena na
uvelicanju od 1000x, na svetlosnom mikroskopu DMLB (Leica, Nemacka), snimanjem
digitalnih mikrografija i njihovom morfometrijskom analizom u programu Image ]
(National Institute of Health, SAD) brojanjem tacaka projektovane merne mrezice koje
padaju na krvne sudove u BAT (80 tacaka po mrezici). Odnosom zbira svih tacaka koje
padaju na krvne sudove i ukupnog broja tacaka koje padaju na BAT odredena je Vv krvnih
sudova za svaku mikrografiju (Formula 1), a potom i srednja vrednost za svaku grupu

ponaosob.
_Ts
" Tu

Formula 1. Volumenska gustina (Vv) odredene strukture u tkivu/celiji jednaka je odnosu broja tacaka
Vajblove mrezice koje padaju na datu strukturu (Ts) i ukupnog broja tacaka koje padaju na tkivo/Celiju

(Tu).

Vv

3.6.2. Odredivanje volumenske gustine adipocita

Vv adipocita odredena je na identican nacin kao i Vv krvnih sudova, brojanjem
tacaka merne mrezice koje padaju na adipocite 1 ukupnog broja tacaka koje padaju na tkivo
na mikrografijama polu-tankih preseka BAT. Odnosom ovih vrednosti dobijene su Vv

adipocita za svaku mikrografiju, a potom i srednja vrednost za svaku grupu.

3.6.3. Odredivanje volumenske gustine lipidnih tela

Vv lipidnih tela u adipocitima odredena je na slican nacin kao i Vv krvnih sudova 1
adipocita, s tom razlikom §to je broj tacaka koje padaju na lipidna tela racunat u odnosu na
broj tacaka koje padaju na adipocite, kako bi se dobio udeo lipidnih tela po adipocitima, a
ne po tkivu. Po dobijanju vrednosti za sve mikrografije, odredene su srednje vrednosti Vv

lipidnih tela za svaku grupu.
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3.6.4. Odredivanje brojnosti adipocita

Brojnost adipocita po jedinici zapremine BAT (na 100’ um?), odredena je na istim
mikrografijama na kojima 1 Vv krvnih sudova, adipocita i lipidnih tela, brojanjem svih
adipocita unutar rama dimenzije 100x100 um, kao i onih koji seku gornju i desnu stranicu
rama (“counting frame” pravilo) §to predstavlja brojnost po jedinici povrsine (Np,o).
Odatle je preracunata brojnost po jedinici zapremine za svaku mikrografiju (Formula 2), a

zatim i srednja vrednost za svaku eksperimentalnu grupu.

3

\/NPAC
Noae = N0,

Formula 2. Brojnost adipocita po jedinici zapremine (Nv,c) jednaka je kvadratnom korenu odnosa
treceg stepena njihove brojnosti po jedinici povrsine (Np 4¢) i njihove volumenske gustine (Vv ¢).

3.6.5. Odredivanje prosecne zapremine adipocita
Prosec¢na zapremina adipocita preracunata je iz odnosa Vv adipocita i njihove
brojnosti po jedinici zapremine za svaku mikrografiju, a potom i za svaku grupu,

odredivanjem srednje vrednosti.

3.6.6. Odredivanje volumenske gustine mitohondrija u mrkim adipocitima
Vv mitohondrija mrkih adipocita odredena je kao odnos broja tacaka Vajblove
mrezice koje padaju na mitohondrije u odnosu na broj tacaka koje padaju na mrke

adipocite, sa elektron-mikrografija uvelicanja 3400x (10 mikrografija po Zivotinji).

3.6.7. Odredivanje povrsine mitohondrijalnog profila mrkih adipocita

U Image ] programu merene su povrsine mitohondrijalnih profila na po 100
nasumicno izabranih mitohondrija sa 10 nasumi¢no izabranih elektron-mikrografija po
zivotinji, 1 na osnovu toga izvrsena je podela mitohondrija na 6 povrsinskih klasa: do 0.200
um?’, od 0.201-0.400 um®, od 0.401-0.600 um?, od 0.601-0.800 um®, od 0.801-1.000 um? i
preko 1.000 um”.
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3.6.8. Odredivanje volumenske gustine kristi mitohondrija mrkih adipocita
Po istom principu kao 1 ostale Vv, koris¢enjem Vajblove mrezice u Image ]
programu, preracunata je Vv kristi na 200 mitohondrija mrkih adipocita po grupi, sa

elektron-mikrografija uvelicanja 53000x.

StatistiCka obrada dobijenib rezultata

Svi rezultati prikazani su u vidu srednjih vrednosti za svaku grupu * standardna
greska (SE). Normalnost raspodele testirana je Kolmogorov-Smirnovim testom. Student t-
test koriscen je za poredenje srednjih vrednosti, a u slu¢aju neparametarske distribucije,

rezultati su proveravani Mann-Whitney testom. Statisticka znacajnost prihvatana je za

p<0.05.

3.7. IMUNOHISTOHEMI]JSKA DETEKCIJA PROTEINA

U svrhu imunohistohemijske analize na nivou svetlosnog mikroskopa (SM),
koris¢eni su parafinski preseci debljine 6 um, kao i aralditski preseci debljine 1 um ili 2 um.
Bez obzira na vrstu imunohistohemijske metode (detekcija streptavidin-biotinskom ili
fluorescentnom tehnikom), svi parafinski preseci su prethodno prosli kroz rutinski proces
deparafinizacije i rehidratacije. Uporedno, aralditski preseci su sprovedeni kroz proceduru
uklanjanja smole (u 1% rastvoru natrijum etoksida — 1% natrijum hidroksid (NaOH) u
100% etanolu, 30 minuta na 40 °C), a zatim 1 rehidratacije. Potom, u cilju otkrivanja epitopa
(antigenih mesta) svi preseci su inkubirani 5 minuta u 10 mM citratnom puferu, na 600W u
mikrotalasnoj peénici, 1 isprani 2 puta u PBS (phosphate-buffered saline; engl.). Preseci su dalje

procesuirani u skladu sa primenjenim imunohistohemijskom metodom.

3.7.1. Streptavidin-biotin metoda imunohistohemijske detekcije

Nakon otkrivanja epitopa i ispiranja u PBS, izvrSeno je blokiranje endogene
peroksidaze u 3% rastvoru vodonik peroksida (H202,) u metanolu, u trajanju od 10 minuta.
Po ispiranju, preseci su inkubirani sa primarnim antitelom, odgovarajueg razblazenja
(Tabela 2), preko noéi na 4 °C. Nakon detaljnog ispiranja u PBS, izvriena je inkubacija sa

univerzalnom smesom sekundarnih antitela (zapreminsko razblazenje 1:1, anti-zecji, anti-

v

minuta na sobnoj temperaturi. Potom su preseci inkubirani sa konjugatom streptavidina i
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peroksidaze rena, takode 25 minuta na sobnoj temperaturi. Detekcija mesta vezivanja u
tkivu izvrsena je inkubacijom preseka u 0.05% diaminobenzidinu (DAB, Sigma-Aldrich
Chemie, Nemacka) rastvorenom u PBS, u prisustvu H202, (40 ul na 100 ml rastvora) do
pojave bojene reakcije (maksimalno 10 minuta). Reakcija je prekinuta detaljnim ispiranjem
u cesmenskoj vodi, a kontrastiranje je izvrSeno Majerovim hematoksilinom. Nakon
dehidratacije, plocice su montirane u DPX medijumu i analizirane pod svetlosnim

mikroskopom Leica DMLB.

3.7.2. Fluorescentna metoda imunohistohemijske detekcije i kolokalizacije
proteina

Po demaskiranju epitopa i ispiranju u PBS, izvrseno je blokiranje nespecificnog
vezivanja antitela inkubiranjem preseka u 1% rastvoru govedeg serumskog albumina (BSA
— bovine serum albumin, engl.) napravljenom u 0.1% rastvoru Triton X deterdzenta u PBS, 30
minuta. Bez ispiranja, sledi inkubacija sa smeSom primarnih antitela na insulin (misje
monoklonsko antitelo, zapreminskog razblazenja 1:2000, Abcam, UK) i na IR-P (ze¢je
poliklonsko antitelo, zapreminskog razblazenja 1:2000, Abcam, UK), preko no¢i na 4 “C.
Sledi ispiranje u PBS i inkubacija sa fluorescentno-obelezenim sekundarnim antitelima
(anti-misje fluorescinom (FITC) obelezeno antitelo, zapreminskog razblazenja 1:200,
Abcam, UK anti-zec¢je rodaminom obelezeno antitelo, zapreminskog razblazenja 1:200,
Abcam, UK), 30 minuta, na sobnoj temperaturi u mraku. Po ispiranju, preseci su montirani
u Mowiol (Polysciences, Nemacka) i analizirani na konfokalnom mikroskopu LSM 510

(Carl Zeiss, Nemacka).

3.7.3. Imunohistohemijska metoda detekcije proteina na nivou elektronske
mikroskopije (imunogold metoda)

Za imunogold detekciju proteinske ekspresije na nivou tkiva, koris¢eni su tanki
preseci (70 nm) tkiva ukalupljenog u smoli, koji su seceni na niklovane mrezice prevucene
olovkom za poboljsanje adhezije preseka (Coat-Quick “G”, Agar Scientific Ltd, UK).
Nakon otkrivanja epitopa u citratnom puferu (3 minuta na 600W) i ispiranja u 1% TBS-
Tween (Tris-buffered saline — Tween; engl.), blokirano je nespecificno vezivanje antitela
inkubacijom mrezica u 5% rastvoru BSA u TBS-Tween, 1h na sobnoj temperaturi. Bez
ispiranja, mrezice su nanosene na kap primarnog antitela odgovaraju¢eg razblazenja i

inkubirane u odgovarajuéem trajanju (Tabela 2). Po zavrietku inkubacije, izvrieno je
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ispiranje u TBS-Tween (10 puta po 1 minut) i mrezice su prebacene na kap sekundarnog,
antitela obelezenog cesticama zlata (anti-misje ili anti-zecje, u zavisnosti od porekla
primarnog antitela, zapreminskog razblazenja 1:20, Abcam, SAD) i inkubirane 1h na sobnoj
temperaturi. Finalno, mrezice su isprane u TBS-Tween (10 puta) i destilovanoj vodi (5
puta), osusene i posmatrane na CMI12 transmisionom elektronskom mikroskopu

(Philips/FEI, Holandija).

Tabela 2. Podaci o primarnim antitelima koriscenim u metodi streptavidin-biotin imunohistohemijske
detekcije proteina na nivou tkiva: antigen, poreklo, klonalnost (mk — monoklonsko, pk — poliklonsko),
proizvodac, kataloski broj, koriséeno razblazenje (v — zapreminsko razblazenje).

Antigen Poreklo Proizvodac Kataloski Razblazenje
broj
Insulin Misje mk Abcam, UK ab6995 1/1000, v
IR-P ZeCje pk Abcam, UK ab60946 1/1000, v
IRS-1 Zecje pk Abcam, UK ab5603 1/750, v
ucCP1 Zecje pk Abcam, UK ab10983 1/500, v
PGCl-a Zecje pk Abcam, UK ab54481 1/300, v
eNOS Zedje pk Abcam, UK ab66127 1/100, v
iNOS Zecje pk Santa Cruz, SAD sc-8310 1/200, v
HO-1 Zecje pk Santa Cruz, SAD sc-10789 1/200, v
HO-2 Zecje pk Abcam, UK ab19241 1/1000, v
CuZnSOD (SOD-1) Zecje pk Abcam, UK ab13498 1 pg/ml
MnSOD (SOD-2) Zecje pk Abcam, UK ab13533 1 pg/ml
Nitrotirozin Misje mk Millipore, SAD MAB 5404 1/100, v
Katalaza Zecje pk Abcam, UK ab1877 1/200, v
4-HNE Misje mk Abcam, UK ab48506 10 pg/ml
TNF-a Zecje pk Abcam, UK ab6671 1/200, v
IL-6 Misje mk Abcam, UK ab66231 2,5 pg/ml
MIP-38 (CCL-19) Kozje pk Santa Cruz, SAD sc-9777 1/200, v
CD11b/c Misje mk Invitrogen, SAD MR6200 1/100, v
Ki-67 Misje mk Dako, Danska M7248 1/25,v
VEGF Misje mk Abcam, UK ab68334 10 pg/ml
vWF Zecje pk Santa Cruz, SAD sc-14014 1/200, v
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3.8. DETEKCIJA APOPTOZE U TKIVU

Preseci BAT debljine 5 pm koris¢eni su za histohemijsku detekciju apoptoze
TUNEL (ferminal deoxynucleotidy! transferase-mediated dUTP nick end-labeling, engl.) metodom
fluorescentnog obelezavanja nukleusa sa specificnim oligonukleotidnim sekvencama
nastalim usled prekida na lancu DNK, karakteristicnih za apoptozu. Obelezavanje je
izvtSeno uz pomo¢ TMR Red In Situ Cell Death Detection kita (Roche-Applied Science,
Nemacka), po preporuci proizvodaca: nakon deparafinizacije 1 rehidratacije, preseci su
tretirani proteazom, a potom inkubirani sa TUNEL reakcionom smesom (rastvor TdT
enzima + rastvor smese obelezenih nukleotida), 60 minuta na 37 °C, nakon cega su isprani i

analizirani na fluorescentnom mikroskopu Leica DMLB.

3.9. MIKROANALIZA ELEMENTA U TKIVU

Preseci tkiva ukalupljenog u smoli (od po 3 Zivotinje iz kontrolnih i grupa tretiranih
visokim dozama insulina) debljine 2 pm, montirani su na drzace za skenirajuci elektronski
mikroskop (SEM), prevuceni slojem ugljenika i analizirani na EDAX Genesis X-ray
mikroanalitickom sistemu (Ametek, SAD) u kombinaciji sa SEM Philips XL 20
(Philips/FEI, Holandija). Elektron-disperzivna analiza X-zracima (EDX) izvtsena je prti
uvelicanju 1000x i pri naponu snopa od 15.0 kV, pri ¢emu je dobijen procentualni tezinski

udeo svih elemenata prisutnih u tkivu, minimalnog udela 0.1%. Dobijeni rezultati su

statisticki obradeni, a statisticka znacajnost je prihvac¢ena za p < 0.05.
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4.1. EFEKAT INSULINA NA TELESNU MASU I MASU MRKOG
MASNOG TKIVA

Statisticka obrada podataka je pokazala da se telesna masa pacova nakon hroni¢nog
tretmana insulinom ne menja statisticki znacajno, bez obzira na primenjenu dozu.
Statisticki znacajan porast relativne mase BAT se belezi nakon hroni¢nog tretmana kako
niskom, tako i visokom dozom insulina (Tabela 3).

Tabela 3. Telesna masa, prirast telesne mase i relativna masa BAT kontrolnih i insulinom tretiranih
zivotinja (srednja vrednost = SE). Telesna masa pacova tretiranih insulinom se ne menja bez obzira na
dozu, ali se masa BAT uvecava nakon hronicnog tretmana insulinom (obe doze). (*) - statisticka
znacajnost u odnosu na referentnu kontrolu: *p < 0.05.

Telesna masa (g) Prirast telesne | Relativha masa
Pre tretmana  Po tretmanu mase (%) BAT (mg/100g)
c Kontrola / 211.0+6.3 / 79.8%5.5
c
£ E |INs04lU / 203.0%2.6 / 81.3+4.1
=9
Kontrola 204.8£3.5 217545 6.19+1.37 64.2+6.2
» INS0.41U | 205.6+5.1 221.9+5.6 9.30+ 2.85 90.3+8.4 1

ronican
tretman

|

4.2. UPOREDNA MORFOMETRIJSKA I STEREOLOSKA ANALIZA

MRKOG MASNOG TKIVA

4.2.1. Promene volumenskih gustina mrkih adipocita i krvnih sudova u tkivu
Akutni tretman insulinom, bez obzira na dozu, ne dovodi do statisticki znacajnih

promena u odnosu Vv mrkih adipocita i Vv krvnih sudova (prvenstveno kapilara) (Tabela

4), dok hroni¢an tretman niskom i u veéoj meri visokom dozom insulina, dovodi do

povecanja Vv mrkih adipocita, kao 1 do smanjenja Vv krvnih sudova u tkivu, §to se uocava

i na nivou svetlosne mikroskopije (Slika 8).
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Tabela 4. Volumenska gustina mrkih adipocita (Vv 4¢), krvnih sudova (Vvis) i intersticijuma sa ostalim
Celijama (Vvis) - (srednja vrednost £ SE). Kod oba hronicna tretmana insulinom se uoc¢ava porast Vv,c i
smanjenje Vvgs, u poredenju sa referentnim kontrolama. (*) - statisticka znacajnost u odnosu na
referentnu kontrolu: *p < 0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Akutan tretman Hronic¢an tretman
Kontrola INS 0.41U INS 41U Kontrola INS 0.41U INS 41U
X |87.15 88.71 88.68 86.13 88.75 " 90.44"""
Vv AC %
0.67 0.89 0.89 0.98 0.82 0.71
+SE
X |10.19 9.52 9.33 11.16 7.99™V 7.92"V
VV s % 0.81 1.54 0.82 0.98 0.70 0.24
+SE
Wis% X 2.66 1.77 1.99 2.71 3.26 1.64

Slika 8. BAT (a) akutno tretirane kontrolne i (b) grupe tretirane hronicno visokom dozom insulina.
Uocava se smanjenje zastupljenosti krvnih sudova (kvadrat), kao i povecanje zastupljenosti mrkih
adipocita (zvezda) kod hronicne hiperinsulinemije. SM, bojenje toluidin — plavim. Orig. uvelicanje —
1000x. Bar — 20 um.

4.2.2. Promena brojnosti adipocita

Rezultati nase studije (Grafik 1) pokazuju da tretman niskom dozom insulina
akutno dovodi do statisticki znacajnog smanjenja brojnosti adipocita po jedinici zapremine
BAT (Slika 9), dok se nakon hroni¢nog tretmana brojnost vraca ka kontrolnom nivou,
iako je i dalje znacajno niza od kontrole (p<<0.05). Tretman visokom dozom insulina ne
dovodi do statisticki znacajnih promena u brojnosti adipocita, iako kod hroni¢nog tretmana

postoji trend smanjenja vrednosti.
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Grafik 1. Brojnost adipocita po jedinici zapremine BAT (na 100°un’; srednja vrednost + SE). Ka —
akutna kontrola, 0.4a — akutan tretman niskom dozom insulina, 4a —akutan tretman visokom dozom
insulina, Kh — hronicna kontrola, 0.4h — hronican tretman niskom dozom insulina, 4h — hronican tretman
visokom dozom insulina. (*) - statisticka znacajnost u odnosu na referentnu kontrolu: *p<0.05,
***p<0.001; (#) - statisticka znacajnost u odnosu na akutan tretman istom dozom: # p<0.05.

15000+
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Grafik 2. Prose¢na zapremina mrkih adipocita (um’; srednja vrednost + SE). Ka —akutna kontrola, 0.4a
— grupa akutno tretirana niskom dozom insulina, 4a — grupa akutno tretirana visokom dozom insulina,
Kh —hronicna kontrola, 0.4h — grupa hronicno tretirana niskom dozom insulina, 4h — grupa hronicno
tretirana visokom dozom insulina. (*) - statisticka znacajnost u odnosu na referentnu kontrolu: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001; (#) - statisticka znacajnost u odnosu na akutan tretman istom dozom: # p<0.035.
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4.2.3. Promena zapremine mrkih adipocita
U skladu sa smanjenjem brojnosti adipocita belezi se porast prosecne zapremine

adipocita, tj. njihova hipertrofija, u BAT grupe tretirane akutno niskom dozom insulina, ali

i kod obe hroni¢no tretirane grupe (Grafik 2, Slika 9).

Slika 9. Hipertrofija mrkih adipocita kod tretmana insulinom - (a) kontrolna i (b) grupa tretirana
akutno niskom dozom insulina. Uocava se smanjenje brojnosti mrkih adipocita usled njihove hipertrofije
kod akutnog tretmana insulinom, u poredenju sa kontrolom. SM, bojenje toluidin plavim. Orig. uvelicanje
— 1000x, bar — 20 um.

4.2.4. Promene volumenskih gustina lipidnih tela i mitohondrija u mrkim
adipocitima

U skladu sa hipertrofijom adipocita, Vv lipidnih tela u adipocitima BAT (Tabela 5)
se uvecava kod akutnog tretmana niskom dozom insulina, dok kod hroni¢no tretiranih
zivotinja raste progresivno sa primenjenom dozom. Takode, ukoliko izvrsimo poredenje
izmedu grupa tretiranih istom dozom insulina u razli¢itom trajanju, uoci¢emo da se Vv
lipidnih tela uvecava kod niske doze veé¢ nakon akutnog tretmana i odrzava se na istom
nivou i nakon hroni¢nog tretiranja; dok kod visoke doze ovog hormona belezimo porast
Vv lipidnih tela tek nakon hroni¢nog tretmana (Slika 10).

Sto se Vv mitohondrija tice (Tabela 5), kod tretmana niskom dozom insulina nema
statisticki znacajne promene kod akutnog tretmana u poredenju sa referentnom kontrolom,
ali se kod grupe koja je hronicno tretirana istom dozom belezi povecanje Vv mitohondrija

u odnosu na akutno tretiranu grupu. Kod tretmana visokom dozom insulina, Vv
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mitohondrija raste nakon akutnog tretmana, dok se nakon hroni¢nog tretmana vraca na

kontrolni nivo.

Tabela 5. Volumenska gustina lipidnih tela (Vvpy) i mitohondrija (Vvyy) mrkih adipocita - (srednja
vrednost £ SE). Vvos — Vv ostatka Celije. (*) - statisticka znacajnost u odnosu na referentnu kontrolu:
*0<0.05; ***p<0.001; (#) - statisticka znacajnost u odnosu na akutan tretman istom dozom: #p<0.05,
#ip<0.001.

Akutan tretman Hroniéan tretman
Kontrola INS 0.4IU INS 41U Kontrola INS 0.41U INS 4IU

X |53.31 61.84° " 53.93 47.93 60.517 " 66.44um1
VV|_'|' %

+SE 2.72 3.05 1.65 2.96 2.13 2.08

X [31.78 28.48 44.78°"  |31.89 37.53"" 27.26"#)
VVMH %

+SE 2.11 2.65 1.74 1.94 3.06 1.61
Wos % X |14.91 9.68 1.29 20.18 1.96 6.30

Slika 10. Mrki adipociti (a) akutne kontrolne grupe i (b) grupe tretirane hronicno visokom dozom
insulina. Uocava se povecanje profila lipidnih tela (Lt), kao i njihova fuzija, kod grupe tretirane
insulinom u poredenju sa lipidnim telima mrkih adipocita kontrolne grupe. (M) — mitohondrija; (K) —
kapilar. TEM, orig. uvelicanje (a, b) - 3400x. Bar (a, b) - 5 um.
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4.3. EFEKAT INSULINA NA REMODELIRANJE KAPILARNE
MREZE U MRKOM MASNOM TKIVU
4.3.1. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija VEGF

VEGTF protein se eksprimira u mrkim adipocitima svih grupa i to uz manje ili vise
izrazen harlekinski efekat (Slika 11). Posebno jaka imunoreaktivnost je prisutna kod grupa
tretiranih niskom dozom insulina, u regionima eritrofagocitoze (Slika 11b) gde su
imunoporzitivni kako adipociti koji vrie eritrofagocitozu - eritrofagocitni adipociti (EFA),
tako 1 okolni zreli adipociti i preadipociti. Takode, u tim regionima se uocava i jaka
imunoreaktivnost endotelskih celija. Kod grupa koje su tretirane visokom dozom insulina
(Slika 11d, e) imunoreaktivnost mrkih adipocita je nesto blaza, ali je zato poveéan udeo

imunopozitivnih endotelskih celija.

4.3.2. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija eNOS i iNOS
Imunopozitivnost na endotelsku (eNOS) (Slika 12) i inducibilnu (iINOS) (Slika
13) azot monoksid sintazu u BAT se razlikuje medu grupama. Kod kontrolnih grupa
imunopozitivnost na eNOS gotovo izostaje (Slika 124), dok je ekspresija iNOS jaka i kod
mrkih adipocita i kod endotelskih Celija (Slika 13a). Veéa imunoreaktivnost eNOS se
moze uociti ve¢ kod akutnog tretmana niskom dozom insulina, gde postoji izrazen
harlekinski efekat medu mrkim adipocitima, ali i jaka reakcija u endotelskim ¢elijama (Slika
12b). Slican nivo i distribucija imunoekspresije se detektuje i kod ostalih tretmana
insulinom (Slika 12c-e). Sto se tice INOS ne uocava se znacajnija promena
imunopozitivnosti kod hiperinsulinemi¢nih grupa u poredenju sa kontrolom (Slika 13b-e).
Takode, uocljivo je da se obe izoforme NOS eksprimiraju i u nukleusima

sporadi¢nih mrkih adipocita i endotelskih ¢elija.
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Kontrola

Insulin -0.41 U

Insulin -4l U

Slika 11. Imunohistohemijska detekcija VEGF u BAT (a) kontrolne grupe i (b - e) grupa tretiranih
insulinom. Najjaca reakcija je prisutna kod tretmana niskom dozom insulina (b, c), posebno u regionima
eritrofagocitoze, gde se jaka imunoekspresija detektuje u EFA, preadipocitima (PA), zrelim,
multilokulusnim (MA) i unilokulusnim adipocitima (UA). Kod svih grupa se uocava reaktivnost
endotelskih celija (E). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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insulinom. Tretman insulinom pojacava tkivnu imunoekspresiju eNOS, narocito u endotelskim celijama
(E), ali i u sporadicnim mrkim adipocitima (MA). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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Slika 13. Imunohistohemijska detekcija iNOS u BAT (a) kontrolne grupe i (b - e) grupa tretiranih
insulinom. Kod svih eksperimentalnih grupa se belezi relativno homogena tkivna imunoekspresija iNOS,
kako u mrkim adipocitima, tako i u endotelskim céelijama. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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4.3.3. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija vWF

Imunohistohemijska analiza je pokazala da se vWF ne eksprimira samo u
endotelskim celijama kako je ocekivano, ve¢ i u preadipocitima i to kako kod kontrolnih,
tako i kod insulinom-tretiranih grupa. Naime, u BAT se pored imunopozitivnih endotelskih
Celija, sreu u izvesnim regionima grupe aktiviranih endotelskih ¢elija i preadipocita vtlo
jake imunopozitivnosti, koja nije samo citoplazmatska ve¢ i nukleusna (Slika 14). Takode
se u mladim, nezrelim adipocitima sa sitnim lipidnim telima moze uoditi imunoreaktivnost

na vWF nesto blazeg intenziteta koja postaje sve slabija sa sazrevanjem mrkih adipocita 1

udaljavanjem od regiona proliferacije endotelskih celija i adipocita.

Slika 14. Imunohistohemijska detekcija vWF u BAT (a) kontrolne i (b) grupe akutno tretirane niskom
dozom insulina. Uocava se jaka reakcija u endotelskim celijama (E) i preadipocitima (PA) i blaga
reakcija u okolnim zrelim adipocitima. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.

4.3.4. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija Ki-67 markera proliferacije
Imunohistohemijski, pokazano je prisustvo Ki-67 markera proliferacije u velikom
broju endotelskih ¢elija i ¢elija adipocitnog pula, prvenstveno preadipocita i to kod svih
grupa (Slika 15). Reakcija je najjaca u nukleusima, ali je kod preadipocita jaka i
citoplazmatski. Znacajan podatak predstavlja nalaz bliske fizicke lokalizacije
imunopozitivnih endotelskih celija 1 preadipocita, posebno kod grupa tretiranih niskom
dozom insulina. Takode, upravo kod ovih grupa uocava se bliska lokalizacija ovih celija uz

EFA koje su takode imunopozitivne na Ki-67.
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Slika 15. Imunohistohemijska detekcija Ki-67 u BAT (a) kontrolne grupe, (b, c) grupe akutno tretirane
niskom dozom insulina i (d) grupe akutno tretirane visokom dozom insulina. (a, c¢) uocava se jaka
citoplazmatska i nukleusna imunopozitivnost preadipocita (PA) i okolnih endotelskih celija (E); (b, c-
insert) u region eritrofagocitoze je jaka imunoekspresija u EFA i susednim endotelskim celijama (E); (d)
sporadicno se javija jaka reaktivnost u mrkim adipocitima sa krupnim lipidnim telima. Orig. uvelicanje -
1000x. Bar - 20 um.

4.3.5. Angiogeneza i aktivacija endotela

Tretman insulinom dovodi do povecane ucestalosti aktiviranih endotelskih celija
¢ija citoplazma deluje prosvetljeno i uvecano, uz smanjenje udela transcitotskih vezikula, i
povedanje udela polizoma, ukazujuéi na povecanu sintetsku aktivnost (Slika 16). Takode,
povecava se i udeo angiogenih endotelskih celija koje pored navedenih karakteristika
aktiviranih endotelskih ¢elija imaju i uveéan, euhromatski nukleus ili se nalaze u nekoj od

faza mitotske deobe. Endotelske celije aktiviranog i angiogenog fenotipa su cesto u
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fizickom kontaktu sa preadipocitima kao i uz regione eritrofagocitotske aktivnosti (Slika

Slika 16. Aktivirane i angiogene endotelske celije u BAT - hronican tretman niskom dozom insulina. (a)
uocava se veliki broj aktiviranih (*) i angiogenih (o) endotelskih celija u blizini eritrofagocitnog regiona
gde se uocavaju EFA i makrofage (Mf), (b) aktivirana endotelska celija, prosvetljene citoplazme; (N)
nukleus aktivirane endotelske Celije. Orig. uvelicanje: (a) SM, bojenje toluidin plavim - 1000x; (b) TEM -
2650x. Bar: (a) 20 um, (b) 5 um.

Slika 17. Lokalizacija aktiviranih i angiogenih endotelskih Celija uz preadipocite. (a) Ki-67
imunoekspresija aktiviranim endotelskim Celijama u regionu eritrofagocitoze i uz preadipocit; akutan
tretman niskom dozom insulina; (b) preadipociti (PA) uz aktivirane endotelske celije (*); hronican
tretman visokom dozom insulina. Orig. uvelicanje: (a) SM - 1000x, (b) TEM — 2650x. Bar: (a) 20 um, (b)
5 um.

Aktivirane 1 angiogene endotelske celije ¢esto prave protruzije u lumen endotela, pa

sukcesivno dolazi do podele éelije, ¢ime se deo koji formira protruziju zadrzava kao deo
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postojeceg kapilara, a drugi deo sa susednom endotelskom celijom formira novi kapilar

Slika 18. Proces angiogeneze i formiranja novih kapilara: (a) aktivacija endotela (*) u regionu
makrofagne infiltracije (Mf), uociti endotelsku Celiju u profazi mitoze (Pf); hronic¢na kontrola; (b)
endotelska Celija u telofazi mitoze (Tf), uocavaju se hromozomi (h), kao i dilativan nukleusni ovoj (No) u
fazi formiranja, u istoj celiji se uocava i deoba mitohondrija (kvadrat). Susedna endotelska celija (*)
pokazuje znake aktivacije uz izrazZenu protruziju (strelica) u lumen kapilara (o), hromnican tretman
visokom dozom insulina (4h). (c) Formiranje novog kapilarnog lumena (o) — endotelska celija (E1) se
podeli formiranjem protruzije (strelica) koja se odvaja i sa susednom endotelskom celijom (E2) formira
lumen kapilara. Ostatak podeljene celije gradi lumen susednog kapilara; 4h. (d) Novoformirani kapilar,
uocavaju se dve endotelske celije — (E1) gornja, tamnije citoplazme, mirujuca, i (E2) donja, aktivirana,
sa prosvetljenom citoplazmom, (o) lumen kapilara; 4h. Orig. uvelicanje: (a) SM, bojenje toluidin plavim
- 1000x, (b) TEM — 4400x, (c) TEM — 4400x, (d) TEM — 2650x. Bar: (a) 20 um; (b, ¢) — 5 um, (d) - 2 um.
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4.4. EFEKAT INSULINA NA TERMOGENI KAPACITET MRKOG
MASNOG TKIVA

4.4.1. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija UCP1

Kod kontrolnih grupa ekspresija UCP1 je blaga, uz izrazen harlekinski efekat medu
Celijama (Slika 19a). Tretman niskom i visokom dozom insulina blago pojacava ekspresiju
ovog proteina (Slika 19b-e). Niska doza insulina dovodi do postepenog pojacanja
imunoekspresije medu ¢elijama, pa kod akutnog tretmana postoji izrazen harlekinski efekat,
dok se kod hroni¢nog tretmana istom dozom povecava broj mrkih adipocita sa jakom
imunoekspresijom, ¢ime se harlekinski efekat ublazava. Visoka doza insulina ve¢ pri
akutnom tretmanu ukazuje na homogeno jaku imunoekspresiu UCP1 u mrkim
adipocitima, a nakon hroni¢nog tretmana harlekinski efekat se pojacava. Kod svih grupa
ckspresija. UCP1 je vtlo jaka u mrkim adipocitima sa krupnim lipidnim telima i
unilokulusnim adipocitima. Takode, UCP1 se eksprimira i u pojedinim nukleusima mrkih
adipocita.

Ekspresija UCP1 proteina se takode detektuje i u endotelskim ¢elijama BAT svih

eksperimentalnih grupa.

4.4.2. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija PGC-1«

Imunoreaktivhost mrkih adipocita na PGC-1a je jaka kod svih grupa, sem kod
grupe tretirane hroni¢no visokom dozom insulina (Slika 20). U mrkim adipocitima, PGC-
la protein se lokalizuje citoplazmatski, mitohondrijalno ali i nukleusno, posebno u
krupnim, euhromatskim nukleusima, $to je najizrazenije kod insulinskih tretmana. Najjaca
reakcija medu mrkim adipocitima je kod unilokulusnih adipocita, gde se uglavnhom nalazi u
mitohondrijama. Kod hroni¢nog tretmana visokom dozom insulina, reakcija je smanjena u

svim mrkim adipocitima sem kod unilokulusnih (Slika 20e).
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Slika 19. Imunohistohemijska detekcija UCP1 u BAT (a) kontrolne grupe i (b - e) grupa tretiranih
insulinom — uocava se povecanje ekspresije UCPI proteina u mrkim adipocitima kod insulinom-
tretiranih grupa u poredenju sa kontrolom. Takode, kod tretmana insulinom uocava se i imunopozitivnost
endotelskih celija (E). (Insert) — blaga ekspresija UCPI u eritrofagocitnim adipocitima. Orig. uvelicanje
- 1000x. Bar - 20 um.
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Slika 20. Imunohistohemijska detekcija PGC-1a u BAT (a i b) kontrolnih i (c - e) insulinom tretiranih
grupa — uocava se jaka reakcija u svim grupama, posebno u unilokulusnim adipocitima (UA). Kod (e)
hronicno visoke hiperinsulinemije ekspresija opada, a jaka reakcija se zadrzava samo u unilokulusnim
adipocitima. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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4.4.3. Stereoloske promene na nivou mitohondrija mrkih adipocita
Povrsina mitobondrijalnog profila

Kod kontrolnih grupa najveci je udeo mitohondrija sa povrsinom profila u opsegu
od 0.2 do 0.6 um® (Grafik 3). Akutan tretman niskom dozom insulina dovodi do trenda
rasta mitohondrijalnog profila, pa je najvise onih povrsine od 0.4 - 0.6 um®, a zatim i onih
od 0.6 - 0.8 um®. Kod hroni¢nog tretmana istom dozom se medutim, vrednosti vraéaju ka
kontrolnom nivou. Suprotno niskoj dozi, kod visoke doze insulina javlja se trend smanjenja
profila mitohondrija, raste udeo onih ¢ija je povrsina 0.2 - 0.4 um?, pa &ak, kod akutnog

tretmana i onih ispod 0.2 pm?,

Ka 0.4a 4a

Kh 0.4h 4h
60 60+ 60-
40+ 40+ 40+
X
20+ 20+ 204
oLl 0 I T

o T T
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povrsina MH profila

Grafik 3. Klase mitohondrija na osnovu povrsine njihovog profila (um’) i njihov procentualni udeo u
odnosu na ukupan broj analiziranih mitohondrija po grupi (200). Mitohondrije su podeljene na 6 klasa:
od ispod 0.2 um’, do iznad 1 um’. (Ka) akutna i (Kh) hronicna kontrola, (0.4a) akutan i (0.4h) hronican
tretman niskom dozom insulina; (4a) akutan i (4h) hronican tretman visokom dozom insulina.

Volumenska gustina kristi
Vv kristi mitohondrija mrkih adipocita (Grafik 6) je kod kontrolnih grupa, bez
obzira na duzinu tretmana, ista i iznosi oko 25%. Tretman insulinom povecéava vrednosti i

to, kod niske doze progresivno — na oko 28.5% nakon akutnog tretmana i na 42.6% posle
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hroni¢nog tretmana. Kod visoke doze, ve¢ nakon akutnog tretmana desava se nagli porast
Vv kristi — 39%, ali se on ublazava nakon hroni¢nog tretmana kada se spusta na 35.4%, ali

je 1 dalje iznad kontrolnog nivoa.

Tabela 6. Volumenska gustina kristi (Vvcg), matriksa (Vvyx) i membrana (Vvyg) mitohondrija mrkih
adipocita kod kontrolnih i grupa tretiranih insulinom (doza 0.4 1U ili 4 IU), akutno ili hronicno. (*) -
Statisticka znacajnost u odnosu na referentnu kontrolu: **p < 0.01, ***p < 0.001; (#) - statisticka
znacajnost u odnosu na akutan tretman istom dozom: ™p < 0.001.

Akutan tretman Hronic¢an tretman
Kontrola  INS 0.41U INS 41U Kontrola INS 0.4IU INS 41U
X | 25.72 28.47"7  39.04" [ 2501 4256°" 3536 "
W i % HH#) HH#)
+SE 0.71 0.74 0.74 0.65 0.84 0.76
X | 63.15 60.04 51.36 60.59 43.89 53.68
Vv MX %
+SE 0.78 0.84 0.80 0.68 0.86 0.84
VV vis % X 11.13 11.49 9.60 13.50 13.55 10.96

4.4.4. Ostecenja mitohondrija mrkih adipocita

Promene na mitohondrijama su narocito izrazene kod akutnih tretmana insulinom
u smislu razlicitih stupnjeva i tipova degradacije: a) dezorganizacija kristi (gubitak pravilne
uredenosti, vezikulacija i namotavanje na jednom polu organele), formiranje lamelarnih
(mijelinu-slicnih) struktura koje postepeno dovode do transformacije mitohondrija u
lipofuscinske granule (Slika 21a-f); b) bubrenje mitohondrija uz prosvetljenje matriksa i
gubitak kristi, $to ponekad dovodi do prskanja i spljostavanja mitohondrija uz izlivanje
njenog sadrzaja (Slika 21g-i); ) kondenzacija matriksa mitohondrija (Slika 21j); d) fuzija

lizozoma i mitohondtija (Slika 211); i €) autofagocitoza mitohondrija (Slika 21b).
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Slika 21. Razliciti tipovi i faze degradativnih promena na mitohondrijama mrkih adipocita u BAT
Zivotinja tretiranih insulinom: (a) narusavanje paralelne uredenosti kristi; akutan tretman visokom
dozom insulina (4a); (b, c¢) vezikulacija kristi, (4a); (d - f) namotavanje kristi i formiranje mijelinu-
slicnih struktura, do formiranja lipofuscina, (4a); (g) bubrenje mitohondrija uz prosvetljenje matriksa,
(4a) (h) ruptura mitohondrije, (4a) i (i) njeno spljostavanje, (4a); (j) kondenzacija mitohondrija,
hronican tretman visokom dozom insulina (4h); (k) mitofagija, hronicna kontrola (Kh) i (1) fuzija
mitohondrija i lizozoma, (4a). TEM; orig. uvelicanja: (d) 53000x, (g) 40000x, (b, f, h, k, 1) 31000x, (a, c,
e, i, j) 25000x. Bar — 0,5 um.
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4.5. CITOTOKSICNI EFEKAT INSULINA U MRKOM MASNOM
TKIVU

4.5.1. Hemijska karakterizacija mrkog masnog tkiva

EDX analiza tkivnih preseka ukalupljenih u aralditu, pokazala je konstantan udeo
makroelemenata u tkivu (ugljenika, kiseonika, fosfora i sumpora) zajedno sa osmijumom,
koji je zbog procedure postfiksacije prisutan i detektabilan u tkivu. Zajednicki tezinski udeo
ovih elemenata je konstantan kod svih analiziranih grupa (kontrolne i grupe tretirane
visokom dozom insulina) i iznosi 97.96%0.09%, tako da se njthov uticaj na udele ostalih
elemenata moze iskljuciti. Od svih detektovanih elemenata, statisticki znacajna razlika medu
grupama se uocava kod tezinskog udela: natrijuma, magnezijuma, gvozda i bakra (Tabela
7). Udeo natrijuma i magnezijuma se povecava kod grupe tretirane akutno visokom dozom
insulina, ali se posle trodnevnog tretmana vraca na kontrolni nivo, a udeo gvozda se
povecava kod obe grupe tretirane visokom dozom insulina u poredenju sa referentnim

kontrolama.

Tabela 7. EDX mikroanaliza elemenata u BAT kontrolnih i insulinom tretiranih Zivotinja, akutno ili
hronicno; (srednje vrednosti tezinskih udela hemijskih elemenata + SE). (*) - statisticka znacajnost u
odnosu na referentnu kontrolu: *p < 0.05; *p < 0.01; ***p < 0.001.

Akutan tretman Hronican tretman

Kontrola INS 41U Kontrola INS 41U

66.88 +0.41 67.08 +0.33 68.04 +0.45 68.16 +
(0] 14.66 034 14.04 z0.13 15.47 035 13.95z:0.24
Os 14.35 053 14.42 +0.27 12.62 033 13.65 +0.29
P 1.99 :0.09 2.13 0.5 1.79 * 0.07 1.97 to0.05
S 0.21 *0.01 0.23 to0.01 0.18 to0.01 0.22 t0.01
z 98.11 97.90 98.09 97.94
cl 0.115 +0.004 0.105 * 0.004 0.111 +0.006 0.104 +0.004
Si 0.115 +0.004 0.126 +0.003 0.111 +0.004 0.115 * 0.004
Na 0.417 +o0.017 0.496 +0.027%1 0.420 +0.024 0.439 +0.023
K 0.126 +0.004 0.125 +0.009 0.119 +0.004 0.121 +0.004
Mg 0.114 +0.003 0.136 +0.004***4 | 0.120 +0.005 0.114 +0.003
Ca 0.122 +0.005 0.116 +0.005 0.116 +0.004 0.119 +0.004
Fe 0.323 +0.007 0.358 +0.006%**4 | 0.325 +0.008 0.365 * 0.008***
Cu 0.698 +0.017 0.640 +0.011**) | 0.654 +0.014 0.679 +0.014
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4.5.2. Lipofuscinogeneza u mrkim adipocitima

Ultrastrukturna studija mrkih adipocita pokazala je da se kolicina lipofuscinskih
granula povecava kod insulinom-tretiranih grupa, bez obzira na duzinu tretmana.
Lipofuscinske granule se uocavaju i u citoplazmi mrkih adipocita kontrolnih Zivotinja, ali su
manje ucestale nego kod hiperinsulinemi¢nih grupa. Profili mrkih adipocita kod kontrolnih
zivotinja retko poseduju lipofuscinske granule, i one su uglavnom malobrojne i sitne (Slika
22a). Lipofuscinske granule poseduju tipicnu lizozomsku membranu, a ispunjene su
osmiofilnim materijalom visoke elektron-gustine i lipidna telima, ponekad uz prisustvo
vlaknastih struktura u njihovoj unutrasnjosti (Slika 23a-c). Njihov udeo varira medu
mrkim adipocitima i medu eksperimentalnim grupama.

Najuodljivija razlika je kod BAT grupe akutno tretirane visokom dozom insulina
gde se uocavaju razliciti znaci unutarcelijske degradacije - broj lizozoma se povecava,
nagomilavaju se lipofuscinske granule. Lipofuscin je narocito cest oko mitohondrija i uz
lipidna tela (Slika 22b). Fuzija primarnih lizozoma i lipidnih tela takode se uo¢ava u mrkim
adipocitima insulinom-tretiranih pacova, uz pojavu lipidnih tela unutar lipofuscinskih
granula (Slika 24), a uocdene degradativne promene na mitohondrijama takode cesto

zavrSavaju fuzijom sa lizozomima i formiranjem lipofuscinskih granula, uglavhom sa

mijelinu-sli¢nim strukturama, poreklom od membrana ovih organela (Slika 21).

Slika 22. Akumulacija lipofuscina u mrkim adipocitima - (a) hronicna kontrola; (b) hronican tretman
visokom dozom insulina. U poredenju sa kontrolom, gde se uocavaju sporadicne lipofuscinske granule
(strelica), kod tretmana insulinom se uocava veci broj lipofuscinskih granula razlicite velicine, sastava
slicnog kao kod kontrole, rasporedenih oko mitohondrija (m) i lipidnih tela (Lt). Lipofuscinske granule su
vece elektron-gustine od okolnih organela, sa sitnim lipidnim telima u svojoj unutrasnjosti. TEM, orig.
uvelicanja - 15000x. Bar — 2um.
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Slika 23. Izgled lipofuscinskih granula u mrkim adipocitima pacova nakon tretmana insulinom
(akutan tretman visokom dozom). Lipofuscinske granule su (a, b) obicno ovalne, poseduju tipicnu
lizozomsku membranu i ispunjene su osmiofilnim, elektron-gustim materijalom i lipidnim telima razlicite
velicine, ili rede, (c) fibrilarnim, mijelinu-slicnim strukturama. TEM; orig. uvelicanja: (a) 19500x, (b)
40000x, (c) 19500x. Bar — 0.5um.

Slika 24. Formiranje lipofuscinskih granula od lipidnih tela u mrkim adipocitima pacova nakon
tretmana insulinom: (a) lizozomi (strelice) u bliskom kontaktu sa lipidnim telima (Lt); (b) fuzija lipidnog
tela i lizozoma, (c) lipidna tela unutar lipofuscinske granule, oko koje se uocavaju granule feritina. TEM;
orig. uvelicanja: (a, b) akutan tretman visokom dozom insulina, 40000x, (c) hronican tretman visokom
dozom insulina, 31000x. Bar — 0.5um.

Autofluorescirajuca svojstva lipofuscina mrkib adipocita

Konfokalna mikroskopska analiza je pokazala prisustvo autofluorescirajuceg
materijala u mrkim adipocitima svih eksperimentalnih grupa koji po svojoj lokalizaciji,
koli¢ini i veli¢ini odgovara lipofuscinu (Slike 25 i 26). Ovaj materijal autofluorescira nakon
ckscitacije svetlo§¢u talasne duzine 488 nm i 633 nm. Eritrociti takode autofluoresciraju
nakon ekscitacije ovim talasnim duZinama, ali i nakon ekscitacije sa 533 nm (Slika 26a-d),
§to omogucava razlikovanje od lipofuscina. Najvecéa koli¢ina lipofuscina se detektuje u
BAT grupa akutno tretiranih insulinom (Slika 26a-d). Lipofuscin je lokalizovan
prvenstveno u citoplazmi mrkih adipocita uz Celijsku membranu, u vidu granula
organizovanih u manje ili ve¢e grupe. Prosec¢na veli¢ina lipofuscinske granule je 1 - 2 um.

Mrki adipociti hroni¢no tretiranih Zivotinja takode poseduju znacajne kolicine lipofuscina
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koji je po lokalizaciji i veli¢ini granula slican onom kod akutno tretiranih grupa, uz blago

smanjenje koli¢ine (Slika 26e-b). Mnoge lipofuscinske granule se uo¢avaju uz lipidna tela.
U poredenju sa BAT insulinskih grupa, kod kontrolnih zivotinja se uocava znatno niza

kolic¢ina lipofuscinskih granula, narocito kod hronicne kontrole, gde se uocavaju gotovo

iskljucivo eritrociti (Slika 25b). Granule lipofuscina su manje (ispod 1 pum) i sporadi¢no su

rasporedene u citoplazmi mrkih adipocita (Slika 254).

Slika 25. Detekcija autofluorescence lipofuscina u BAT kontrolnih grupa - (a) akutna kontrola; (b)
hronicni kontrola. Prikazane mikrografije su dobijene preklapanjem signala nakon ekscitacije crvenom
(633 nm), plavom (543 nm) i zelenom svetloséu (488 nm) Uocavaju se granule (strelice) koje
Sfluoresciraju nakon ekscitacije u crvenom i plavom delu spektra, cija se zastupljenost povecava u BAT
hiperinsulinemicnih zZivotinja. Konfokalna mikroskopija; orig. uvelicanja: 630x. Bar — 20um.
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Slika 26. Detekcija autofluorescence lipofuscina u BAT pacova tretiranih insulinom - (a) akutan i (b)
hronican tretman visokom dozom insulina. Kombinovane mikrografije (d i e) su dobijene preklapanjem
signala detektovanih nakon ekscitacije (a, f) plavom (543 nm), (b, g) zelenom (488 nm) i (¢, h) crvenom
(633 nm) svetlos¢u. Uocavaju se lipofuscinske granule (strelice) u mrkim adipocitima. Konfokalna
mikroskopija; orig. uvelicanja - 630x. Bar — 20um.

e
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4.5.3. Eritrofagocitoza i smrt mrkih adipocita

Prisustvo mrkih adipocita koji fagocitiraju ekstravazirane eritrocite — EFA, uocava
se kod svih grupa (Slika 27), medutim ekstravazacija eritrocita i njihova fagocitoza je
najjaca kod zivotinja tretiranih niskom dozom insulina, bez obzira na duzinu tretmana.
Eritrofagocitni regioni osim EFA sadrze i aktivirane makrofage, endotelske celije i
preadipocite. EFA su drugacije morfologije od okolnih mrkih adipocita, njthove
mitohondrije su vece, §to je uocljivo i na nivou svetlosne mikroskopije. Cesto se kod
insulinom-tretiranih Zivotinja uocavaju mrki adipociti locirani uz kapilare, bez eritrocita u

svojoj citoplazmi, ali sa sli¢nim, uveéanim mitohondrijama (Slika 27a-insert).

a4

Slika 27. Eritrofagocitoza u BAT pacova tretiranih insulinom - (a, b) eritrofagocitna zarista uz krvne
sudove na mestu ekstravazacije eritrocita (Er) uocava se njihov unos fagocitozom (strelica) i prisustvo u
adipocitima (EFA); u ovim regionima srecu se i makrofage (Mf) i preadipociti (PA); akutan tretman
niskom dozom, (insert) — mrki adipocit sa uvecanim mitohondrijama; hronican tretman visokom dozom
insulina; (E) endotelska celija SM, bojenje toluidin plavim, orig. uvelicanja - 1000x. Bar — 20um.

U BAT insulinom-tretiranih Zzivotinja (posebno kod Zzivotinja tretiranih niskom
dozom insulina) se ¢esto mogu uociti mikrohemoragijska polja (Slika 27), odnosno regioni
u kojima se uocavaju ekstravazirani eritrociti. U tim se regionima deSava unos eritrocita u
mrke, tzv. EFA, u procesu fagocitoze (Slika 27b). Medutim, ponekad eritrociti direktno
napustaju lumen, menjajuci konformaciju i ,,provlaceci se kroz zid kapilara i odmah bivaju
fagocitirani od strane susednog mrkog adipocita koji formira pseudopodije i u procesu
klasi¢ne fagocitoze, unosi eritrocit (Slika 284).

Koli¢ina fagocitiranih eritrocita u citoplazmi EFA varira od nekoliko, pa do

potpune preplavljenosti uz jedva vidljivu citoplazmu adipocita. Eritrociti su uglavnom
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tesno ,,pakovani, cesto u krupne sfericne fagozome koji zauzimaju veéi deo celijske

zapremine (Slika 28b).

Slika 28. Ekstravazacija eritrocita i njihov unos u mrki adipocit — (a) eritrocit ,, proviaceci se** napusta
lumen kapilara i unosi se u mrki adipocit u procesu fagocitoze (strelica); (a-insert) — eritrocit (Er) uz
stanjeni deo kapilarnog zida, ukazujuci na proces ekstravazacije eritrocita; (b i b-insert) eritrociti unutar
EFA, tesno grupisani u sfericne fagozome. TEM; hronican tretman visokom dozom insulina; (b-insert) —
SM, bojenje toluidin plavim, akutan tretman niskom dozom insulina. Orig.uvelicanja: (a) — 3400x, (a-
insert) — 15000x, (b) — 4400x, (b-insert) — 1000x. Bar: (a) - 5 um, (a-insert) - 2 um; (b) - 5 um,; (b-insert)
- 20um.

Pored eritrocita ocuvane morfologije jasno se uocava, narocito na nivou TEM, da
se u EFA odvija njihova razgradnja, pa se mogu uociti razli¢iti stepeni ali 1 tipovi
degradacije eritrocita (Slika 29). Naime, ultrastrukturno se razlikuju dva tipa degradacije
etitrocita, ¢ak i u okviru istog adipocita — granularni i hemoliti¢ki tip (Slika 29b). Kod
granularne degradacije eritrocita dolazi do progresivne razgradnje pocevsi od periferije
eritrocita, gde se uocavaju zone elektron-gustog granularnog materijala, uz gubitak
membranskog integriteta. U kasnijim stadijumima, promene se prosiruju na ceo matriks
eritrocita, fagozomi se postepeno smanjuju i na kraju se ne razlikuju od sekundarnih
lizozoma 1 lipofuscinskih granula sa unutrasnjos¢u heterogene elektron-gustine 1
produktima nepotpune degradacije. Hemoliticka razgradnja se karakteriSe progresivnim,
homogenim smanjenjem elektron-gustine eritrocitnog matriksa uz ocuvanje plazma
membrane.

Pored razgradnje eritrocita, neretko se 1 same Celijske strukture EFA razraduju
prilikom eritrofagocitoze (Slika 29d-f) i dolazi do formiranja lipofuscinskih tela, autofagije
ili citoplazmatske degradacije organela i finalno do smrti éelije. Celijski materijal i lipidna

tela se uklanjaju okolnim makrofagama (Slika 29, f).
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Slika 29. Eritrofagocitni regioni u BAT - (a) mrki adipociti akumuliraju eritrocite u svojoj citoplazmi,
(b) koji se potom razgraduju, hemoliticki (hr) i granularno (gr), Sto takode dovodi do (c - f) razgradnje
struktura samog adipocita u procesu autofagije, prosvetljavanja citoplazme i unutaréelijske destrukcije.
U regionima eritrofagocitoze Cesto su prisutne makrofage (Mf); (E) — endotelske Celije; (N) — nukleus
mrkog adipocita; (Lt) — lipidno telo. (a) — akutan tretman niskom dozom insulina; (b, d) — hronican
tretman visokom dozom insulina; (c) hronicna kontrola; (e, f) hronican tretman niskom dozom insulina.
Orig. uvelicanja: SM (a, ¢, e) - 1000x; TEM: (b) - 4400x, (d) - 8800x, (f) - 2650x. Bar: (a, c, e) 20 um;
(b) 5 um; (d) 2 um,; (f) 10 um.
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U EFA u kojima se odvija razgradnja eritrocita uocava se ultrastrukturno znacajno
povecanje kolicine feritinskih granula, narocito kod celija u kojima je degradacija u
poodmakloj fazi, bez obzira na tip degradacije (Slika 30 ). Feritinske granule se uocavaju

prvenstveno u citoplazmi uz eritrofagozome, nesto manje i u samim eritrofagozomima, ali i

u sekundarnim lizozomima i lipofuscinskim granulama (Slika 24c).

Slika 30. Akumulacija feritina u eritrofagocitnim adipocitima kod (a, b) hronicnog tretmana visokom
dozom insulina; (b) uocava se takode veci broj autofagocitiranih organela, prvenstveno mitohondrija
(M), u fagozomima (Fz). TEM, orig. uvelicanja: (a) 19500x, (b) 25000x. Bar — 1 um.

Slika 31. Makrofage u regionu eritrofagocitoze: (a) makrofage (Mf) sa fagozomima i lipidnim telima u
citoplazmi; akutan tretman niskom dozom insulina; (b) makrofaga sa fagocitiranim eritrocitom (Er) i u
fazi fagocitiranja drugog eritrocita (strelica); (N) nukleus makrofage; hronican tretman niskom dozom
insulina. Orig. uvelicanja: SM, bojenje toluidin plavim - (a) 1000x; TEM - (b) 5600x. Bar, (a) 20 um, (b)
5 um.
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Imunobistobemijska detekcija HO-1 i HO-2 u eritrofagocitnim regionima

Pored akumulacije feritina, u prilog pojacanoj akumulaciji gvozda u regionima
eritrofagocitoze, govori i pojacana imunoeckspresija hem oksigenaza — konstitutivne, HO-2 u
makrofagama, preadipocitima i mladim mrkim adipocitima (Slika 31a, c), i inducibilne, HO-1, koja
se pored u makrofagama i preadipocitima srece i u EFA i okolnim endotelskim ¢elijama (Slika 32b,

d).

Slika 32. Imunohistohemijska detekcija (a, c) HO-2 i (b, d) HO-1 u eritrofagocitnim regionima BAT
kod insulinom-tretiranih pacova; akutan tretman niskom dozom. Obe izoforme se eksprimiraju u
makrofagama (Mf) u regionu eritrofagocitoze, EFA i endotelskim celijama (E). HO-1 se pored u
navedenim celijama, takode eksprimira, i to vrlo intenzivno, u preadipocitima (PA). Orig. uvelicanja -
1000x. Bar — 20 um.
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4.5.4. Apoptoza endotelskih celija

Bojenje propidijum jodidom (Slika 33) ukazuje na povecanje broja kondenzovanih,
heterohromatinskih nukleusa endotelskih celija u BAT kod grupa koje su tretirane visokom
dozom insulina, narocito nakon hroni¢nog tretmana, Sto ukazuje na povecan nivo
apoptoze endotelskih celija kod ovih zivotinja. Takode, TUNEL tehnika detekcije
apoptotskih nukleusa potvrduje ovaj nalaz, ukazujuci na povecan nivo DNK fragmenata u

nukleusima BAT insulinom-tretiranih Zivotinja, narocito kod izduzenih, ovalnih nukleusa

endotelskih éelija; §to opet ukazuje na smrt ovih Celija apoptozom (Slika 34).

Slika 33. Bojenje BAT propidijum jodidom ukazuje na povecanje broja heterohromatinskih nukleusa
kod insulinom-tretiranih pacova (b — hronican tretman visokom dozom) u odnosu na kontrolne Zivotinje
(a — akutna kontrola). Heterohromatinski, kondenzovani nukleusi (*) su uglavnom izduzeni, ovalnog
oblika, sto odgovara nukleusima endotelskih celija. (B, insert) — nukleusna fragmentacija i mikronukleusi
(strelice) Orig. uvelicanje: 630x. Bar — 30 um.

Slika 34. TUNEL bojenje BAT — (a) akutna kontrola, i (b) hronican tretman visokom dozom insulina —
uocava se povecanje broja fluorescentno-obelezenih nukleusa (strelica) sa fragmentacijama DNK, Sto
ukazuje na vecu ucestalost apoptoze u BAT. Orig. uvelicanje - 400x. Bar —20 um.
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4.5.5. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija 4-HNE proteinskih
adukata

Imunoekspresija 4-HNE proteinskih adukata se sre¢e u BAT svih eksperimentalnih
grupa (Slika 35) ukljucujuéi kontrolne, gde je reakcija blaga i homogeno distribuirana u
citoplazmi mrkih adipocita, a u endotelskim celijama se uglavnom ne srece. Kod grupa
tretiranih insulinom uocava se jaca reakcija u mrkim adipocitima sa krupnim lipidnim
telima, posebno u unilokulusnim adipocitima. Kod grupa tretiranih visokom dozom
insulina pored citoplazmatske reakcije javlja se i reakcija u nukleusima mrkih adipocita ali 1

endotelskih éelija (Slika 35d, e).

4.5.6. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija nitrotirozina

Nitrotitozin se detektuje imunohistohemijski (Slika 36) u citoplazmi mrkih
adipocita svih eksperimentalnih grupa, prvenstveno oko lipidnih tela. Kod svih insulinskih
grupa reakcija je nesto jaca u unilokulusnim adipocitima gde se uocava i u nukleusima
(Slika 36¢). Najjaca ekspresija nitrotirozina u BAT je kod grupe koja je akutno tretirana
visokom dozom insulina (Slika 36d).

Kod svih grupa imunoekspresija nitrotirozina se uocava i u lumenu krvnih sudova,
tacnije na luminalnoj membrani endotelskih celija, a kod hroni¢nog tretmana niskom
dozom (Slika 36¢), kao i kod akutnog tretmana visokom dozom insulina (Slika 36d),

reakcija se uocava 1 u unutrasnjosti endotelskih celija.
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Slika 35. Imunohistohemijska detekcija 4-HNE u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Uocava se pojacanje imunoekspresije 4-HNE u citoplazmi i nukleusima mrkih adipocita, prvenstveno
krupnih i unilokulusnih adipocita (UA). Kod (d, e) visoke doze insulina, javija se i endotelska
imunopozitivnost (E). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 36. Imunohistohemijska detekcija nitrotirozina u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih
insulinom. Tretman insulinom pojacava tkivnu ekspresiju nitrotirozina, prvenstveno u mrkim
adipocitima, a kod unilokulusnih adipocita (UA) se srece i u nukleusima. U endotelskim Celijama (E),

prisutna je reakcija na luminalnoj membrani (strelica), a kod (c) hronicne niske i (d) i akutne visoke
hiperinsulinemije, i u samoj celiji (u citoplazmi i nukleusima). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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4.5.7. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija enzima antioksidativne
odbrane
Izoforme SOD (CuZnSOD i MnSOD)

Obe izoforme SOD - i CuZnSOD (Slika 37) i MnSOD (Skika 38), se kod
kontrolnih grupa eksprimiraju blago i homogeno medu mrkim adipocitima, a reakcija je
citoplazmatska. Kod grupa koje su tretirane visokim dozama insulina, kao i kod grupe
hroni¢no tretirane niskom dozom insulina, pojacava se ekspresija u mrkim adipocitima, kao
1 harlekinski efekat. Uocava se da su obe izoforme eksprimirane na mitohondrijama ovih
¢elija. Najvece povecanje ekspresije u mrkim adipocitima pokazuje MnSOD i to kod grupe
akutno tretirane visokom dozom insulina (Slika 38d). Kod grupa tretiranih insulinom
uocava se jaka reakcija u unilokulusnim adipocitima, citoplazmatski ali i u nukleusima, §to
nije slucaj sa CuZnSOD ¢ija se reaktivnost u unilokulusnim adipocitima ne razlikuje od
reaktivnosti u ostalim mrkim adipocitima (Slika 37). Reakcija na obe SOD u EFA kod
grupa tretiranih niskom dozom insulina se uoc¢ava na mitohondrijama 1 to neuniformno, na
nekim mitohondrijama je jaca, a na nekim slabija (Slika 37b; 38b, ¢).

Reakcija u endotelskim ¢elijama se ne uocava kod kontrolnih grupa, ali se javlja kod
grupa tretiranih insulinom, posebno u aktiviranim celijama sa uvecanim euhromatskim
nukleusima, koje su najbrojnije kod grupa tretiranih hroni¢no insulinom, kako niskom, a
posebno visokom dozom. Obe SOD izoforme se kod endotelskih celija lokalizuju i u
nukleusima.

Katalaza

Imunohistohemijski, katalaza se detektuyje u mrkim adipocitima svih
ekspetimentalnih grupa (Slika 39). Kod kontrolnih grupa, reakcija je blaga, homogeno
distribuirana medu ¢elijama. Tretman insulinom (obe doze) dovodi do pojave harlekinskog
efekta, tj. u pojedinim mrkim adipocitima javlja se jaca citoplazmatska, ali i nukleusna
imunopozitivnost. To se posebno odnosi na preadipocite, unilokulusne, EFA 1 mrke
adipocite u apoptozi (Slika 39c-insert) kod svih insulinskih grupa. Citoplazmatska reakcija
je tackasta i odgovara peroksizomalnoj (Slika 39e).

Kod svih grupa prisutna je imunoporzitivhost u endotelskim celijama, cak i
nukleusno. Najjaca reakcija se srece kod aktiviranih endotelskih celija koje su posebno

brojne kod grupe hroni¢no tretirane niskom dozom insulina (Slika 39¢).
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Slika 37. Imunohistohemijska detekcija CuZnSOD u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih
insulinom. Tretman insulinom pojacava adipocitnu ekspresiju CuZnSOD, kao i harlekinski efekat.
(insert) - reakcija u mrkim adipocitima je citoplazmatska, oko mitohondrija, i u nukleusima. Reakcija se
srece i u (b) EFA, ali i u endotelskim celijama insulinom-tretiranih grupa, posebno aktiviranim, kod (e)
hronicne visoke hiperinsulinemije; (strelica) — imunopozitivni nukleusi endotelskih Ccelija. Orig.
uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 38. Imunohistohemijska detekcija MnSOD u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Sve insulinom-tretirane grupe pokazuju jaku reakciju u EFA, i to na mitohondrijama. Mitohondrijska
reakcija se uocava i u ostalim mrkim adipocitima (c, d, e-insert); a jaka reakcija je i u unilokulusnim
adipocitima (UA) i endotelskim celijama (E), posebno kod (e) hronicne visoke hiperinsulinemije. Najjaca
adipocitna ekspresija se uocava kod (d) akutnog tretmana visokom dozom insulina. Orig.uvelicanje -
1000x. Bar — 20 um.
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Slika 39. Imunohistohemijska detekcija katalaze u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Za razliku od (a) kontrolnih grupa gde je reakcija blaga i homogena medu mrkim adipocitima, tretman
insulinom pojacava harlekin efekat, tj. reakciju u pojedinim Ccelijama, posebno u unilokulusnim
adipocitima (UA), adipocitima u program umiranja (c-insert), preadipocitima (PA) i endotelskim
celijama (E). Reakcija je najjaca kod (e) hronicne hiperinsulinemije, gde se srece u vecem broju
multilokulusnih adipocita, u citoplazmi, peroksizomima, i u nukleusima. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar —
20 um.
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4.6. INFLAMATORNI STATUS MRKOG MASNOG TKIVA

4.6.1. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija proinflamatornih citokina

TNF- o

Imunoekspresija TNF-o je prisutna kod svih grupa, kako u mrkim adipocitima, tako
iu endotelskim ¢elijama (Slika 40). Medu mrkim adipocitima prisutan je harlekin efekat, uz
porast ekspresije kod grupa tretiranih insulinom i pojavu pojedinacnih celija koje su
“preplavljene” ovim citokinom. Sporadi¢no, vidljiva je i nukleusna lokalizacija TNF-o,
posebno u krupnim euhromatskim nukleusima. Sliéno je i sa preadipocitima (Slika 40b i
42a-insert) ali i sa krupnim i unilokulusnim adipocitima u BAT insulinskih grupa, koji
poseduju TNF-a kako u citoplazmi, tako i nukleusno. Reakcija u endotelskim celijama raste
kod grupa tretiranih insulinom, a prisutna je u citoplazmi i nukleusima (Slika 40b-e).

U eritrofagocitnim regionima, TNF-a se jako eksprimira u citoplazmi EFA, kao i u

okolnim preadipocitima (Slika 42a).

Interleukin 6

Imunohistohemijska detekcija 11.-6 (Slika 41) otkrila je da se ovaj inflamatorni
citokin eksprimira prvenstveno u endotelskim ¢elijama BAT, kako kod kontrolnih, tako i
kod insulinom tretiranih Zivotinja, sa izuzetkom grupe tretirane hroni¢no visokom dozom
insulina, gde se u endotelskim éelijama ne detektuje 11.-6 (Slika 40e). U imunopozitivnim
endotelskim celijama reakcija je lokalizovana na ¢elijskoj membrani i u nukleusu. Takode,
primetna je jaka imunopozitivnost aktiviranih endotelskih celija sa krupnim, euhromatskim
nukleusom u kome se takode detektuje ovaj citokin. Aktivirane endotelske celije sa
visokom ekspresijom I1.-6 narocito su &este u regionu oko EFA (Slika 41b) $to je posebno
izrazeno u BAT Zivotinja tretiranih niskom dozom insulina, kod kojih je ucestalost EFA
najveca.

Sa druge strane, imunoreaktivnost mrkih adipocita je vrlo blaga, prakticno
zanemarljiva kod svih grupa, sem kod grupe tretirane hroni¢no visokom dozom insulina,
kod koje je ekspresija IL.-6 nesto jaca i citoplazmatski lokalizovana (Slika 41e). 1zuzetak su
EFA koje imaju veéu citoplazmatsku ekspresiju 1L-6 (Slika 42b), kao i preadipociti koiji
ponekad, a narocito u blizini Zzarista eritrofagocitoze, mogu biti imunopozitivni na IL-6,

kada je primetna i nukleusna lokalizacija ovog citokina (Slika 42b).
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Slika 40. Imunohistohemijska detekcija TNF-a u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Reakcija je prisutna u adipocitima svih grupa, ali tretman insulinom dovodi do pojave (e) pojedinacnih
celija sa vrlo jakom ekspresijom TNF-a. Tretman insulinom pojacava i reakciju u endotelskim celijama
(E), a reakcija je jaka i u preadipocitima (PA) i EFA. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 41. Imunohistohemijska detekcija IL-6 u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Uocava se endotelska reakcija u svim grupama sem kod (e) hronicno tretirane visokom dozom insulina.
Reakcija je narocito jaka u aktiviranim endotelskim Ccelijama (*) oko EFA koje takode pokazuju
imunopozitivnost na IL-6. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 42. Imunohistohemijska lokalizacija (a) TNF-a i (b) IL-6 u regionima eritrofagocitoze, akutan
tretman niskom dozom, sem (insert-a) — hronican tretman visokom dozom insulina. (@) TNF-a se jace
eksprimira u EFA, u poredenju sa (b) IL-6, koji se jace eksprimira u okolnim, aktiviranim endotelskim
celijama (E). I (insert-a) TNF-o. i (b) IL-6 se medutim, jako eksprimiraju u okolnim preadipocitima (PA),
Sto, kada je IL-6 u pitanju, nije slucaj sa (b-insert) preadipocitima udaljenim od regiona eritrofagocitoze.
Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.

4.6.2. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija NF-kB

Imunohistohemijski, NF-kB p65 se detektuje u mrkim adipocitima svih grupa, uz
blazi ili ja¢i harlekinski efekat (Slika 43), koji je narocito izrazen kod grupe tretirane akutno
visokom dozom insulina gde se sre¢u grupe mrkih adipocita izrazene imunopozitivhosti,
kako citoplazmatski, tako i nukleusno. Nukleusna lokalizacija se uoc¢ava kod svih tretmana
insulinom (Slika 43b-e), sporadi¢no u multilokulusnim adipocitima, 2 mnogo vise u
unilokulusnim adipocitima, koji pokazuju i mnogo vecu citoplazmatsku imunoekspresiju
NFkB.

Takode, imunopozitivnost je prisutna i u regionima eritrofagocitoze (Slika 44), u
EFA i preadipocitima BAT svih insulinom-tretiranih grupa. Preadipociti sa euhromatskim,
krupnim nukleusima (Slika 44-insert) pokazuju jaku nukleusnu imunopozitivhost na ovaj
transkripcioni faktor.

Endotelske ¢elije svih grupa, ukljucujuéi i kontrolne, pokazuju jaku
imunopozitivnost na NF-kB, citoplazmatski, ali i nukleusno. To je posebno slucaj kod
aktiviranih endotelskih celija, ¢ija je brojnost povecana kod grupa hroni¢no tretiranih

insulinom, posebno kod hroni¢no visoke hiperinsulinemije (Slika 43e).
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Slika 43. Imunohistohemijska detekcija NF-kB u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Tretman insulinom pojacava imunoekspresiju u adipocitima i endotelskim celijama (E), narocito kod (d)
akutnog tretmana visokom dozom. Takode se pri hiperinsulinemiji povecava ucestalost nukleusne
translokacije u mrkim adipocitima (strelice). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 44. Imunohistohemijska lokalizacija NF-kB u eritrofagocitnom regionu i (insert) preadipocitima
u BAT - akutan tretman niskom dozom insulina, (insert) - akutan tretman visokom dozom insulina. Orig.
uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.

4.6.3. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija MIP3-3

MIP3-B (CCI-19) citokin se sre¢e u BAT svih eksperimentalnih grupa (Slika 45),
ali se kod kontrolnih grupa srece uglavnom u mrkim adipocitima, i to narocito u
unilokulusnim (Slika 454) gde je prisutan citoplazmatski. Kod insulinom-tretiranih grupa,
srece se takode u mrkim adipocitima, kako multilokulusnim, tako i unilokulusnim, ali se
kod njih uocava i nukleusno. Takode, uocljiva je lokalizacija ovog citokina i u nukleusima i
mitohondrijama preadipocita (Slika 45e). Kod grupa tretiranih niskom dozom insulina,
uodljiva je i jaka imunopozitivnost mrkih adipocita u regionu ekstravazacije eritrocita (Slika
45¢) i u EFA (Slika 45d).

Reakcija na MIP3-B3 je jaka u endotelskim celijama svih grupa sem kontrolnih
(Slika 45). Narocito jaka reakcija je u aktiviranim endotelskim éelijama koje su najbrojnije

kod grupe tretirane akutno visokom dozom insulina (Slika 45f).
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Slika 45. Imunohistohemijska lokalizacija MIP3-f8 u BAT (a, b) kontrolnih zZivotinja; akutna kontrola i
(b-f) zZivotinja tretiranih insulinom ((c-e) — akutan tretman niskom; i (f) — akutan tretman visokom
dozom). Kod kontrolnih Zivotinja, uocava se (a) jaka ekspresija u unilokulusnim adipocitima (UA) i (b)
blaga u multilokulusnim, dok su (b) endotelske celije (E) negativne na MIP3-f3. Kod insulinom-tretiranih
Zivotinja uocava se (c) jaka reakcija u mrkim adipocitima u regionu ekstravazacije eritrocita, (d) EFA,
(e) preadipocitima (PA) i (f) aktiviranom endotelu (*). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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4.6.4. Imunohistohemijska detekcija i morfoloska analiza makrofaga

U BAT svih grupa srecu se pojedinac¢ne, CD11" (CD — duster of diferentiation, engl.)
makrofage, ovalnog ili poliugaonog oblika bez krupnih granula, po izgledu sli¢niji
rezidentnom nego proinflamatornom fenotipu (Slika 46d). Mestimi¢no, bez obzira na
tretman, ¢ak i kod kontrolnih Zivotinja, srecu se regioni infiltracije makrofaga (Slika 46b)
oko kapilara, sa aktiviranim fenotipom (poseduju vecu kolicinu sekundarnih lizozoma).
Takode, aktivirane makrofage se nagomilavaju u regionima eritrofagocitoze (Slika 46¢) gde
vrie fagocitozu eritrocita (Slika 31). Takode, makrofage uklanjaju i adipocite u procesu

Celijske smrti (Slika 29f), i njihove delove, kao §to su krupna lipidna tela (Slika 46d).
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Slika 46. Makrofage (*) u BAT kontrolnih i insulinom-tretiranih Zivotinja (a) se uglavnom nalaze
sporadicno u tkivu (akutan tretman visokom dozom insulina) i (a-insert) pozitivne su na CD11 marker;
(akutan tretman niskom dozom insulina). (b) Mestimicno se, i kod kontrolnih grupa srecu infiltracije
aktiviranih makrofaga (*) (hronicna kontrola); (b-insert) aktivirane makrofage u regionu infiltracije su
takode CDI1" (hronican tretman visokom dozom insulina). (c) Aktivirane (*), (insert-c) CDII"
makrofage se srecu i u regionima eritrofagocitoze (akutan tretman niskom dozom insulina).
Ultrastrukturno, uocava se (d) fagocitoza lipidna tela (Lt) mrkih adipocita od strane makrofaga
(hronican tretman niskom dozom insulina); kao i (e) perikapilarna lokalizacija aktiviranih makrofaga sa
krupnijim, sekundarnim lizozomima,;, (N) — nukleus makrofaga, (o) — lumen kapilara (akutna
kontrola).Orig. uvelicanje: (a, b, c) SM, bojenje toluidin plavim - 1000x,; (d) TEM -3400x (e¢) TEM -
2650x. Bar: (a, b, ¢) - 20 um; (d) - 5 um; (e) - 10 um.
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4.7. SIGNALNI PUTEVI INSULINA U MRKOM MASNOM TKIVU

4.7.1. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija insulina

Imunohistohemijski, insulin se detektuje u BAT svih eksperimentalnih grupa (Slika
47). Kod kontrolnih grupa (Slika 474) ekspresija insulina je jaka, kako u mrkim
adipocitima, tako i u endotelskim éelijama. Sto se mrkih adipocita tice, reakcija je uglavnom
citoplazmatska, uz izrazen harlekinski efekat medu <delijama, pri ¢emu se najjaca
imunoreaktivnost detektuje u unilokulusnim adipocitima, EFA 1 preadipocitima. Kod ovih
se Celija reaktivnost na insulin detektuje 1 u nukleusima, narocito kod preadipocita kod kojih
su nukleusi euhromatski 1 veéih dimenzija u odnosu na nukleuse zrelih adipocita.
Reaktivnost je ipak jac¢a u endotelskim celijama kod kojih se cesto srecu i imunopozitivni
nukleusi, narocito kod aktiviranih endotelskih celija sa uveéanim nukleusima i
prosvetljenom, uve¢anom citoplazmom.

Kod grupa koje su tretirane niskom dozom insulina (Slika 47b, c), tkivna
reaktivnost na insulin je takode jaka. Slicno kontrolnim grupama, i kod ovih grupa se srece
harlekin efekat medu mrkim adipocitima, a najjaca reaktivnost je opet u unilokulusnim i u
eritrofagocitnim adipocitima 1 preadipocitima, kojih kod ovih grupa ima vise nego kod
kontrolnih, pa je reaktivnost nesto jaca. Kod hroni¢nog tretmana, povecava se udeo
multilokulusnih adipocita ¢ija je citoplazma preplavljena insulinom, a cesto se uocava i
nukleusno. Endotelske celije su kod ovih grupa mahom sve imunopozitivne, sa pozitivnim
nukleusima, a uocava se veci broj ovih celija sa aktiviranim i angiogenim fenotipom koje
imaju vtlo izrazenu imunopozitivnost nukleusa.

Insulinska imunopozitivhost BAT kod grupa tretiranih visokom dozom insulina
(Slika 47d, e) je najjaca i veéina mrkih adipocita poseduje vrlo jaku citoplazmatsku
imunopozitivnost, uz povecanje udela imunopozitivnih nukleusa kod ovih éelija. Sto se
preadipocita tice, ovde se (narocito kod hroni¢no tretirane grupe) mogu uociti ¢itava polja
imunopozitivnih celija sa pozitivnim nukleusima. Endotelske ¢elije su kao 1 kod ostalih
grupa uglavnom sve imunopozitivne sa pozitivnim nukleusima, a uvecan je broj pozitivnih

aktiviranih 1 angiogenih ¢elija.

4.7.2. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija IR-P
Generalno, kao 1 u slucaju insulina, reakcija na IR-P je kod svih grupa najjaca u

endotelskim éelijama, koje su mahom sve imunopozitivne (Slika 48). Reakcija u

69|



Rezultati

endotelskim celijama kod kojih se srece citoplazmatski, nukleusno ali i na luminalnoj
membrani.

Sto se mrkih adipocita tice, situacija je drugacija. Najblaza reakcija je kod kontrolnih
1 grupe koja je akutno tretirana niskom dozom insulina, gde su multilokulusne celije
uglavnom negativne na IR-P, a imunopozitivhost se sre¢e ve¢inom samo kod unilokulusnih
1 preadipocita, koje se nalaze sporadi¢no u tkivu. Kod grupa tretiranih niskom dozom
insulina povecan je udeo EFA koje su takode imunopozitivne na IR-P. Reakcija u ovim
¢elijama je citoplazmatska i nukleusna. Slicna situacija je i kod zivotinja koje su tretirane
hroni¢no niskom, i akutno visokom dozom insulina, gde je opet najjaca reakcija u
endotelskim ¢elijama, unilokulusnim i preadipocitima, a kod multilokulusnih adipocita je
blaga.

Kod grupe koja je hroni¢no tretirana visokom dozom insulina (Slika 48e),
uocavaju se brojni regioni adipo- i angiogeneze, naime veliki broj aktiviranih i angiogenih
endotelskih celija, kao i preadipocita u grupama u perivaskularnim oblastima 1 uz vezivne
septe, ima vrlo visoku imunoekspresiju IR-P u citoplazmi i nukleusima. Cesto se moze
uociti da ovi regioni proliferacije okruzuju unilokulusne 1 EFA koji su takode IR-P-
pozitivni. Adipogena celija u deobi ima takode jaku citoplazmatsku ekspresiju ovog

fosforilisanog receptora.

4.7.3. Imunohistohemijska detekcija i lokalizacija IRS-1

IRS-1 protein se imunohistohemijski najintenzivnije eksprimira u endotelskim
¢elijama kod svih eksperimentalnih grupa (Slika 49). Endotelske éelije eksprimiraju IRS-1
u citoplazmi 1 nukleusno. Reakcija u mrkim adipocitima je uglavnom blaga, a sporadi¢no se
srecu Celije vece citoplazmatske imunopozitivnosti i ¢elije sa imunopozitivnim nukleusima.
Nesto jaca adipocitna reakcija je kod grupe koja je hroni¢no tretirana visokom dozom
insulina (Slika 49e). Kod preadipocita se ne detektuje imunopozitivnost na IRS-1 (Slika
49),
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Slika 47. Imunohistohemijska detekcija insulina u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Imunoekspresija insulina u mrkim adipocitima i endotelskim Celijama je jaka kod svih grupa. Vecina
endotelskih celija (E) svih grupa poseduje insulin i u citoplazmi i u nukleusima. Nukleusna translokacija
insulina kod mrkih adipocita (strelice) raste pri (b, e) hronicnim tretmanima i (d, e) tretmanima visokom
dozom insulina. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Kontrola

Akutan tretman

Insulin -4| U

Slika 48. Imunohistohemijska detekcija IR-P u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretivanih insulinom.
Reakcija je najjaca u endotelskim Celijama (E) svih grupa. Reakcija u mrkim adipocitima raste sa
tretmanom insulinom. (e) kod hronicno visoke hiperinsulinemije uocava se jaka imunopozitivnost
proliferisuc¢ih celija adipocitne linije, ukljucujuci preadipocite (PA) i aktivirane endotelske celije (E).
Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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Slika 49. Imunohistohemijska detekcija IRS-1 u BAT (a) kontrolne i (b-e) grupa tretiranih insulinom.
Najjaca reakcija je u endotelskim celijama (E) svih grupa, dok je reaktivnost mrkih adipocita uglavnom
blaga, i blago se pojacava tek kod (e) hronicnog tretmana visokom dozom. U preadipocitima (PA) nije
zapazena ekspresija IRS-1. Orig. uvelicanje - 1000x. Bar — 20 um.
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4.7.4. Uporedna histoloSka i citoloSka analiza lokalizacije insulina, IR-P i
IRS-1

Tzv. imunohistohemijska ,,mirror* tehnika (engl. mirror - ogledalo), kojom se
porede lokalizacije razlicitih proteina na serijskim presecima, omogucila nam je bolji uvid u
kolokalizaciju insulina, fosforilisane forme insulinskog receptora i IRS-1. Endotelske ¢elije

su uglavhom imunopozitivhe na sva tri proteina, $to je narocito uocljivo kod tretmana

insulinom (Slika 50d-f).

Kontrola, akutno

Insulin 41U, akutno

Slika 50. Uporedna imunohistohemijska analiza lokalizacije insulina (INS), IR-P i IRS-1 “mirror”
tehnikom na serijskim presecima BAT (a-c) akutne kontrolne i (d-f) grupe tretirane akutno visokom
dozom insulina. Endotelske celije su imunopozitivne na sva tri proteina, dok se kolokalizacija u mrkim
adipocitima pojacava pri tretmanu insulinom. (strelica) - nukleus mrkog adipocita pozitivan na INS, IR-P

i IRS-1. Orig. uvelicanje - 400x. Bar - 50 um.
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Sto se mrkih adipocita tice, uocava se da izrazen harlekinski efekat medu odredenim
Celijama za IRS-1 ne podrazumeva harlekinski efekat i za insulin i IR-P (Slika 50a-c, ram
I). Medutim, i kod kontrolnih, a posebno kod grupa tretiranih insulinom su cesti mrki
adipociti sa citoplazmatskom i nukleusnom imunoekspresijom sva tri komparirana proteina
(Slika 50d-f, ram 2, 41 5).

Imunofluorescentna kolokalizacija insulina i IR-P (Slika 51) potvrdila je da se oba
proteina mogu nadi u istim nukleusima, prvenstveno endotelskih ¢elija, ali 1 kod mrkih

adipocita.

Slika 51. Imunofluorescentna detekcija insulina i IR-P i njihova kolokalizacija u BAT, (a — c¢) uocava
se veliki broj nukleusa u kojima se detektuju oba proteina, hronican tretman visokom dozom insulina, (d
— f) akutan tretman visokom dozom insulin, (strelica) kolokalizacija u nukleusu mrkog adipocita. Orig.
uvelicanje - 630x. Bar - 20 um.

Insulin i IR-P u multilokulusnim adipocitima

Insulin se srece u multilokulusnim mrkim adipocitima svih grupa (Slika 52a, ).
Imunoreaktivnost se razlikuje medu Celijama, tj. prisutan je harlekin efekat (Slika 524).
Insulin se lokalizuje u citoplazmi, ali i u citoplazmatskim organelama, mitohondrijama,

lizozomima i lipofuscinskim granulama. Medutim, najveca kolicina insulina se nalazi
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»slobodno® u  citoplazmi, tj. van membranom-odvojenih kompartmenata. Pored
citoplazme, veoma velika koli¢ina ovog hormona je locirana u nukleusu, gde se
prvenstveno uocava kako u nivou nukleusnih pora, tako i u heterohromatinu.

IR-P (Slika 52b, d) se detektuje u nivou delijske membrane multilokulusnih
adipocita, ali se takode detektuje citoplazmatski, 1 to kako u citoplazmi, tako i u organelama,
gde prednjace mitohondrije kod kojih se detektuje na membrani, ali i na nivou kristi.
Takode, prisutan je u lizozomskom kompartmentu. Sto se nukleusa tice, lokalizacija je

slicna insulinskoj — u nivou nukleusnih pora 1 u heterohromatinu (prvenstveno uz nukleusni

ovoj).

Slika 52. Insulin (INS) i IR-P u multilokulusnim adipocitima. (a) akutna kontrola; (a-insert) hronican
tretman visokom dozom insulina; (b) akutan tretman niskom dozom insulina; (c) hronican tretman
niskom dozom insulina; (d) hroni¢na kontrola. U mrkim adipocitima insulin i IR-P se uocavaju u
citoplazmi, mestimicno u mitohondrijama (M), u regionu nukleusnog ovoja (strelica) i u nukleusu (N),
gde su najprisutniji u heterohromatinu uz nukleusni ovoj, ali se u manjim grupama, uocavaju i dublje
unutar nukleusa. (IS) - intersticijum, (L) - lizozom, (Lt) - lipidno telo. Orig. uvelicanje: (a) TEM - 8800x,
(a-insert) SM - 1000x, (b, c) TEM - 25000x, (d) TEM - 19500x. Bar: (a) - 2 um, (a-insert) - 20 um; (b, c,
d) -1 um.
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Insulin i IR-P u unilokulusnim adipocitima

Imunopozitivnost na insulin kod unilokulusnih adipocita je jaka kod svih grupa,
kako u tankom citoplazmatskom sloju, tako i u nukleusima (Slika 53a, c).
Imunoreaktivnhost na IR-P je takode jaka kod ovih adipocita u svim grupama, u istim
regionima — citoplazmatski i nukleusno, opet prvenstveno u perifernom heterohromatinu

kao i kod multilokulusnih mrkih adipocita (Slika 53b, d).

Slika 53. Insulin (INS) i IR-P u unilokulusnim adipocitima - (a) na nivou SM uocavaju se krupni
unilokulusni adipociti (UA) sa jakom insulinskom imunopozitivnoscu (akutna kontrola), i (b) jakom IR-P-
imunopozitivnoscu u citoplazmi i nukleusima (akutna kontrola). Na nivou TEM (c) imunogold partikule
kojima je obelezen insulin uocavaju se u tankom sloju citoplazme uz lipidno telo (Lt) kod susednih celija
(hronicna kontrola); (d) IR-P obelezen imunogold partikulama se uocava u nukleusu, i to prvenstveno u
heterohromatinu (akutan tretman visokom dozom insulina). Orig. uvelicanje: (a, b) SM - 1000x, (c) TEM
- 19500x, (d) TEM - 11500x. Bar: (a, b) - 20 um. (c) - 1 um, (d) - 2 um.
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Insulin i IR-P u eritrofagocitnim regionima

Regioni eritrofagocitne aktivnosti se srecu u BAT svih grupa, ali je njihova
ucestalost najve¢a kod zivotinja koje su tretirane niskom dozom insulina. Kod EFA
imunopozitivnost na INS i IR-P je izrazito jaka, prvenstveno citoplazmatski ali i nukleusno
(Slika 54). Imunoreaktivnost na insulin i fosforilisanu formu njegovog receptora je
povecana i u celijama koje okruzuju EFA — makrofagama, endotelskim celijama ali 1

preadipocitima koje se gotovo uvek uocavaju u zaristima izrazene eritrofagocitne aktivnosti.

Slika 54. Insulin (INS) i IR-P u eritrofagocitnim regionima - (a) - akutna kontrola; (b - d) - akutan
tretman niskom dozom insulina. Uocava se izrazena (a, c) insulinska i (b, d) IR-P-imunopozitivnost
citoplazme i nukleusa EFA; ali i okolnih celija — makrofaga (Mf), endotelskih celija (E), preadipocita
(PA) i EFA u programu umiranja (*). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.
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Insulin i IR-P u endotelskim Celijama

Za razliku od mrkih adipocita medu kojima postoji izrazen harlekinski efekat kad je
imunoreaktivnost na insulin i IR-P u pitanju, endotelske celije BAT su uglavnom sve
imunopozitivhe na ove proteine, kako kod kontrolnih, tako i kod insulinom-tretiranih
zivotinja  (Slika 55). Insulin se uocava na Celijskoj membrani, u citoplazmi, na
mitohondrijama, na nukleusnom ovoju, gde se uocava veca koli¢ina partikula i put
translokacije u nukleus (Slika 55a, c).

IR-P imunoreaktivhost u endotelskim celijama je jo$ izrazenija u poredenju sa
insulinskom  (Slika 55b, d). Dominira reaktivnost u nukleusima, posebno u
heterohromatinu, ali je 1 citoplazmatska reaktivnost jaka. Na celijskoj membrani uocavaju se
imunogold partikule i u nivou endocitotskih ulegnuca, uvrata, a u citoplazmi na membrani

endocitotskih vezikula.

INS :j IR-P

Slika 55. Insulin (INS) i IR-P u endotelskim celijama BAT (a, c) - hronican tretman niskom dozom
insulina; (b, d) - akutan tretman niskom dozom insulina. Insulin i IR-P se uocavaju na membrani (bela
strelica) i u endotelskim Celijama (E) — na nukleusnom ovoju (crna strelica) i u nukleusima (N). (MA)
mrki adipocit; (M) - mitohondrija, (Lt) - lipidno telo, (Er) - eritrocit, (O) - lumen kapilara, (Go) -
kompleks Goldzi. Orig. uvelicanje: TEM (a, c, d) - 19500x, (b) - 11500x. Bar: (a, ¢, d) - 1 um, (b) - 2 um.
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Slika 56. Insulin (INS) i IR-P u regionima adipo- i angiogeneze - (a, b) akutna kontrola; (¢, d) hronic¢an
tretman visokom dozom insulina. Uocava se udruzenost aktiviranih i angiogenih endotelskih celija (E) sa
celijama adipogenog pula u razlicitim fazama diferencijacije, od celija u deobi (d-insert) do preadipocita
sa sitnim lipidnim telima (PA). U svim navedenim Celijama se prisutna jaka imunoreaktivnost insulina i
IR-P, kao u u okolnim unilokulusnim adipocitima (UA). Orig. uvelicanje - 1000x. Bar - 20 um.

Insulin i IR-P u regionima adipogeneze i angiogeneze

Primenjene imunohistohemijske metode pokazale su da se insulin i IR-P nalaze u
proliferiSu¢im celijama BAT, tj. angiogenim endotelskim ¢elijama kao 1 preadipocitama, ¢ak
iu ¢elijama u deobi (Slika 56). Kod kontrolnih grupa preadipociti su uglavnom sporadi¢ni
i pojedina¢ni u tkivu, a rede se sreéu u manjim grupama (Slika 56a, b). Tretman insulinom

povecava ucestalost pojave preadipocita i endotelskih celija sa aktiviranim i angiogenim
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fenotipom koje su vrlo imunopozitivne na insulin i njegov receptor u fosforilisanoj formi,
kako citoplazmatski tako i nukleusno (Slika 56c, d). To je naroéito izrazeno u BAT
zivotinja koje su hroni¢no tretirane visokom dozom insulina gde su cesti regioni u kojima
se srecu endotelske celije aktiviranog 1 angiogenog fenotipa i ¢elije adipocitnog pula u
razlicitim stadijumima diferencijacije, pocevsi od onih u deobi (Slika 56d-insert), preko
viseugaonih celija ispunjenih mitohondrijama, bez lipidnih tela, do onih kod kojih dolazi do
nagomilavanja lipida u formi sve vecih lipidnih tela. Zanimljivo je i da se cesto ovi regioni
nalaze oko unilokulusnih adipocita koje su takode vtrlo imunopozitivni citoplazmatski i
nukleusno na insulin i IR-P. Jasno se uocava i da se ovi regioni proliferativne aktivnosti u

BAT lociraju perivaskularno i u oblasti vezivnih septi.
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5. DISKUSIJA

Studija o efektima hiperinsulinemije na mrko masno tkivo je pokazala da se
odgovor tkiva na tretman fizioloskim i suprafizioloskim dozama insulina odvija u dva
smera — s jedne strane, zapaza se stimulacija tkivne hipertrofije i poveéanje termogenog
kapaciteta kao dominantan efekat, koji prvenstveno zavisi od duzine tretmana; a sa druge
strane, narocito pri hronicnom i izlaganju visokoj dozi insulina, hiperinsulinemija ostvaruje
citotoksican efekat u tkivno-specificno lokalizovanim fokusima, dok hronic¢na
suprafizioloska hiperinsulinemija deluje inhibitorno na mitohondriogenezu i insulinsku
senzitivnost u pojedinim celijama.

5.1. INSULIN STIMULISE RAST MRKOG MASNOG TKIVA
5.1.1. Prvo hipertrofija pa hiperplazija mrkih adipocita

Rezultati ove studije potvrduju lipogeno 1 adipogeno dejstvo insulina, posto se masa
BAT u eksperimentu povecala nakon hroni¢nog tretmana insulinom, bez obzira na dozu.
To povecanje uzrokovano je jednim delom hipertrofijom mrkih adipocita, s obzirom da se
kod grupa koje su hroni¢no tretirane insulinom povecava Vv, kao i zapremina samih
adipocita. Kod hroni¢nog tretmana niskom dozom insulina smanjuje se brojnost adipocita
po jedinici zapremine kao posledica hipertrofije samih celija, dok se kod hronicnog
tretmana visokom dozom brojnost odrzava na kontrolnom nivou, $to ukazuje da se pored
hipertrofije kod ovih zZivotinja Vv adipocita i sama masa BAT povecavaju 1 usled
proliferacije, odnosno hiperplazije ¢elija adipocitnog pula u tkivu. Zanimljivo je da se i kod
zivotinja koje su akutno tretirane niskom dozom insulina takode desava hipertrofija
adipocita (zapremina celija raste, a brojnost po jedinici zapremine opada), ali se njihova Vv
1 masa tkiva ne menjaju, sto ukazuje na proliferaciju kapilarne mreze kako bi se ispratilo
fizicko uvecanje adipocita, a samim tim ocuvao polazni, kontrolni odnos Vv adipocita i
krvnih sudova. Ovakvom remodeliranju tkiva dopinosi i umiranje odredenog pula mrkih
adipocita uz hipertrofiju ostalih, ¢ime se Vv adipocita odrzava na kontrolnom nivou.

U osnovi hipertrofije adipocita je lipogeneza, tj. gomilanje lipida u formi lipidnih
tela u njthovoj citoplazmi, $to se uocava kod grupe tretirane akutno niskom dozom, kao i
kod grupa koje su tretirane hroni¢no niskom 1 visokom dozom insulina, s obzirom da se

kod njih poveéava Vv lipidnih tela u mrkim adipocitima. Anabolicko dejstvo insulina, kako
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u BAT, tako i u drugim tkivima, odavno je poznato i podrazumeva efekte na unos i
metabolizam glukoze, stimulaciju de movo sinteze masnih kiselina, stimulaciju unosa
slobodnih masnih kiselina, kao i sintezu triglicerida (Cannon i Nedergaard, 2004) koji se
deponuju u vidu lipidnih tela. Takode, brojne studije pokazuju da insulin deluje i na
ekspresiju gena za proteine koji su ukljuceni u proces unosa glukoze 1 lipogenezu (sintaza
masne kiseline, mali¢ni enzim, glicerol-3-fosfat dehidrogenaza, GLUT4, itd.) (Lorenzo i sar.,
1989; Valverde i sar., 1998; Fasshauer i sar., 2000).

U prilog poveéanju adipogenih procesa, tj. procesa diferencijacije adipocita od
njthovih progenitorskih celija pod dejstvom insulina, govore rezultati mikroskopske i
imunohistohemijske detekcije velikog broja preadipocita u BAT hiperinsulinemi¢nih
pacova. Diferencijacija adipocita je regulisana od strane ¢itave mreze hormona i faktora
rasta (Cannon i Nedergaard, 2004, Gesta i sar., 2007), a medu njima se insulin smatra vodecim,
kako u adipogenezi belih, tako i mrkih adipocita (Rosen i MacDougald, 20006).

Sumarno, u uslovima hiperinsulinemije, BAT raste na racun fizickog uvecanja
postojecih adipocita, putem diferencijacije novih adipocita od postoje¢ih preadipocita (i

stem celija?), ali i putem koordinisanog razvoja tkivne vaskularne mreze.

5.1.2. Kapilarna mreZa mrkog masnog tkiva prati njegov rast

Cinjenica da se kod akutnog tretmana niskom dozom insulina Vv kapilara u tkivu
odrzava na istom nivou kao kod referentne kontrole, uprkos tome s§to se sami adipociti
fizicki uvecavaju, ukazuje na rast kapilarne mreze u cilju odrzanja nivoa prokrvljenosti
tkiva. Sa druge strane, hronican tretman insulinom, bez obzira na primenjenu dozu, dovodi
do smanjenja Vv kapilara u tkivu, u skladu sa hipertrofijom adipocita, ali posto u tim
grupama dolazi do uvecanja mase BAT, ne moze se iskljuciti ni proces angiogeneze.
Uloga NO u regulaciji prokrvljenosti i remodeliranju kapilarne mreze

Kod svih insulinom-tretiranih grupa se, u odnosu na kontrolne grupe, povecava
imunoekspresija eNOS u mrkim adipocitima i endotelskim celijama, dok se ekspresija
iNOS na nivou tkiva ne menja u uslovima hiperinsulinemije, $to ukazuje da insulin svoje
eventualne efekte na produkciju azot monoksida (NO) u BAT ispoljava preko endotelske
izoforme ovog enzima. Mrki adipociti eksprimiraju dve izoforme NOS - eNOS (Giordano i
sar., 2002) 1iINOS (Nisoli i sar., 1997b) koje mogu da se lokalizuju kako u citoplazmi, tako i u
nukleusima, kao §to je i ovde pokazano. NO kojeg produkuju ukljucen je u regulaciju

tunkcije BAT (Nisoli i sar., 1998; Petrovic i sar., 2005), ali moze da dovede i do brzog i
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opseznog povecanja prokrvljenosti vazodilatacijom prilikom poveéanja aktivnosti BAT
(Foster i Frydman, 1978; Nagashima i sar., 1994; Fukumura i sar., 2001). Pored vazodilatacije,
koja je moguca posledica povecane eNOS ekspresije, evidentno je da u BAT insulinom-
tretiranih pacova, dolazi do aktivacije endotela i do angiogeneze. Naime, uocava se veliki
broj tzv. aktiviranih endotelskih ¢elija ¢iji fenotip ukazuje na povecanu sintetsku aktivnost
(uvecana, prosvetljena citoplazma, euhromatski nukleus, ve¢i broj protruzija u lumen
kapilara, smanjenje broja transcitotskih vezikula, povecanje kolicine poliribozoma u
citoplazmi). Takode, raste broj endotelskih celija koje su u nekoj od faza mitotske deobe
(angiogene endotelske celije), ucestvuju u formiranju novih kapilarnih izdanaka ili
pregradivanju postoje¢ih lumena na dva nova, zahvaljujuéi formiranju protruzija i podeli
endotelske celije na dve nove, od kojih jedna ostaje u sastavu starog lumena, a druga
formira novi lumen. Ovi su podaci u skladu sa ranijim rezultatima nase laboratorije koji su
pokazali da povecana produkcija NO na hladnod¢i stimuliSe remodeliranje kapilarne mreze u
BAT (Korac i sar., 2008).

Obe izoforme NOS se uocavaju 1 u nukleusima mrkih adipocita i endotelskih ¢éelija,
§to je u saglasnosti sa nasim i rezultatima drugih (Giordano i sar., 2002; Petrovic i sar., 2005;
Korac i sar., 2008) koji ukazuju na postojanje funkcionalnih NOS sistema u nukleusima
mrkih adipocita koji mogu biti modulisani u uslovima razlic¢ite funkcionalne aktivacije. S
obzirom da je NO kratkozive¢i molekul koji moze slobodno da difunduje kroz bioloske
strukture, ali u ogranic¢enoj zapremini (Lancaster, 1994; Wood i Garthwaite, 1994), subcelijska
lokalizacija NOS sistema nam ukazuje na kompartmentalizaciju delovanja NO kojeg u
datim uslovima produkuju.
Uloga VEGF u remodeliranju mrkog masnog tkiva

Rezultati nase studije kod svih eksperimentalnih grupa pokazuju visoku adipocitnu
ekspresiju VEGF proteina, koji se smatra jednim od najvaznijih angiogenih faktora u
fiziolo$kim i patoloskim uslovima (Thomas, 1996). VEGF se, kao §to je od ranije poznato,
visoko eksprimira u BAT (Asano i sar., 1997) 1 u proliferisu¢im i u zrelim mrkim adipocitima
(Fredriksson i sar., 2000), 1 vrlo je verovatno da je upravo to u osnovi velike prokrvljenosti
ovog tkiva. Medutim, primetno je da se VEGF znatno viSe eksprimira u regionima
eritrofagocitoze - u EFA 1 u okolnim endotelskim ¢elijama 1 preadipocitima, $to ukazuje na
mogucu diktiranost lokalizacije eritrofagocitoze, posto je poznato da VEGF nije samo
angiogeni faktor ve¢ ima ulogu i u povecanju vaskularne permeabilnosti (Cannon i

Nedergaard, 2004), sto moze usloviti i lak$u ekstravazaciju eritrocita. U tom kontekstu,
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tkivna ekspresija VEGF raste pri tretmanu insulinom jer raste ucestalost eritrofagocitnih
regiona. Takode, nevezano od ekstravazacije eritrocita, VEGF je visoko eksprimiran u

preadipocitima, sto ukazuje na orkestraciju procesa adipocitne i vaskularne proliferacije.

5.1.3. Adipogeneza i angiogeneza u mrkom masnom tkivu su povezane

Poznato je da proliferacija masnog tkiva zahteva istovremenu ekspanziju njegove
kapilarne mreze (Rupnick i sar., 2002; Hausman i Richardson, 2004, Christiaens i Lijnen, 2010),
kao 1 da endotelske celije stimuliSu proliferaciju prekursorskih celija izolovanih iz masnog
tkiva #n vitro. Celije stromalno-vaskularne frakcije (SVF) adipoznog tkiva diferenciraju se i
vitro u Celije adipogenog ili perivaskularnog fenotipa (Cinti i sar., 1984; Gregoire, 2001), ali
identitet ovih progenitorskih ¢elija 7z vivo nije poznat (Gesta i sar., 2007).

Tretman insulinom povecéava ucestalost regiona u kojima se uocavaju fizicki blisko
pozicionirane endotelske Celije 1 preadipociti, $to kulminira kod zivotinja koje su hroni¢no
tretirane visokom dozom insulina, gde je evidentna pojava masivne, udruzene adipo- i
angiogeneze u perivaskularnim oblastima BAT, koje se inace smatraju rezervoarima
progenitorskih Celija u masnim tkivima (Maumus i sar., 2011; Gupta i sar., 2012). Upravo
celije tih regiona masnog tkiva predstavljaju adipoznu stromu iz koje se izolacijom dobija
tzv. SVF, $to objasnjava visoku proliferativhu moc¢ Celija ove frakcije.

Kako je pokazano u ovoj studiji, neretko se uz aktivirane i angiogene endotelske
¢elije sre¢u preadipociti, $to je potvrdeno 1 na nivou proteinske imunoekspresije Ki-67
markera proliferacije, posto su Ki-67-pozitivne endotelske celije ¢esto lokalizovane uz Ki-
67-pozitivne preadipocite. Zanimljiv podatak je da su nasi rezultati takode pokazali da se
vWF, koji se smatra pokazateljem endotelske aktivacije (L 7 sar, 2005) 1 markerom
endotelskih celija, u BAT ne eksprimira samo u endotelskim ¢elijama, ve¢ i u susednim
preadipocitima, ali i kod mladih adipocita sa sitnim lipidnim telima uz regione udruzene
adipo- 1 angiogene aktivnosti, sa nesto blazim intenzitetom. To ukazuje da ekspresija vWF
slabi sa sazrevanjem mrkih adipocita i udaljavanjem od Zzarista proliferacije endotela i
adipocita. Ostaje nepoznato iz kog se razloga ovaj faktor eksprimira u adipocitnoj liniji
¢elja. u BAT, medutim, bliska fizicka povezanost aktiviranih endotelskih ¢elija i
preadipocita ukazuje na moguénost zajednickog porekla, ili pak transdiferencijacije
endotelskih ¢elija u ¢elije adipocitne linije, $to je pokazano od strane Tran i saradnika (2072)
koji su, na eksplantima humanog WAT i BAT, pokazali da se kod oko 5% perilipin-

pozitivnih Celija sa lipidnim telima, eksprimira i vWE.
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Nasi rezultati ukazuju da se adipogeneza mahom odvija uz krvne sudove BAT, kao
1 da se aktivirane endotelske Celije 1 preadipociti nalaze u fizickom kontaktu, $to je u skladu
sa skorasnjim rezultatima Tran 1 saradnika (2072) koji su pokazali 7z vive nastanak adipocita
iz ¢elija endotelskog porekla, upravo u regionima uz kapilare, gde se morfoloski, pored
tipicnih endotelskih ¢elija opisuju i Celije koje imaju karakteristike endotelskih celija (zonulla
occludens tip veze), pericitni polozaj (perivaskularno), ali i glikogenske granule i marker
adipogeneze (C/EBP-B) karakteristicne za progenitore adipocita. Te tzv. endotelsko-
pericitne Celije predstavljaju moguci medustupanj izmedu endotelskih Celija 1 preadipocita, 1
dokaz su da endotelske ¢elije WAT i BAT predstavljaju izvor prekursora adipocita. Ovi su
podaci u saglasnosti sa rezultatima koji pokazuju prisustvo promotorskog Ztp423 (zinc finger
protein, engl.) markera Celija koje daju preadipocite, u endotelskim celijama i pericitima
(Gupta i sar., 2012), kao 1 sa otkricem da progenitori adipocita poreklom iz adipoznog tkiva
eksprimiraju vaskularni endotelski (VE) - kadherin, karakteristican za endotelske ¢elije (Tran
7 sar., 2012).

Iz svih navedenih rezultata proizilazi hipoteza da adipociti mogu nastati od
endotelskih ¢elija ili od prekursora sa karakteristikama endotelskih ¢éelija. U skladu sa ovim
su i skorasnji dokazi da se endotelske celije mogu dediferencirati do mezenhimskih stem
¢elija, koje se opet mogu diferencirati do adipocita, hondrocita i osteoblasta (Medici i sar.,
20170). Takode, pokazano je da adipociti imaju potencijal brzog zauzimanja endotelskog
fenotipa in vitro (Planat-Benard i sar., 2004), kao i da se u SVF nalaze CD31" progenitorske
celije koje u zavisnosti od uslova kultivacije mogu dati i endotelske éelije i adipocite
(Wosnitza i sar., 2007). Pri tom, te su CD31" éelije pozitivne i na CD105, kao i na vWF, koji
se svi smatraju markerima zrelih endotelskih éelija, a negativne su na S100 adipocitni
marker. S druge strane, ¢ak i CD31vWFS100" éelije SVF, koje u adipogenom medijumu
100% daju zrele adipocite, mogu u angiogenim medijumima dati endotelske prekursorske i
zrele endotelske ¢elije (Wosnitza i sar., 2007). Sve ovo ukazuje na mogucnost da adipociti i
endotelske celije poseduju plasticnost za vrienje interkonverzija u cilju odrzavanja
homeostatske ravnoteze tokom rasta i redukcije adipoznih tkiva.

Budu¢a istrazivanja mehanizama delovanja insulina na determinaciju adipocitne i/ili
endotelske sudbine, kao i identifikacija ostalih fizioloskih signala koji uticu na ovaj proces,
dovesce do boljeg razumevanja mehanizama odgovornih za koordinaciju adipogeneze i

angiogeneze tokom rasta adipoznog tkiva.
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5.2. UTICA]J INSULINA NA TERMOGENI KAPACITET MRKOG
MASNOG TKIVA

5.2.1. Strukturno i molekulsko remodeliranje mitohondrija mrkih adipocita

Insulin se, pored efekta na adipogenezu u BAT, smatra i termogenim faktorom s
obzirom da je u stanju da poveca UCP1 gensku transkripciju i akumulaciju UCP1 iRNK
(Valverde i sar, 2005). U nasem eksperimentu je imunohistohemijski pokazano da se 1
ekspresija UCP1 proteina u mrkim adipocitima povecava u uslovima hiperinsulinemije, i to
postepeno pri fizioloskoj i akutno, pri suprafizioloskoj hiperinsulinemiji. Pove¢anje UCP1
ckspresije je u skladu sa dekuplovanjem oksidativne fosforilacije i strukturnim promenama
mitohondrija (Himms-Hagen, 1990), a pokazano je i da je termogeneza u BAT takode
povezana sa porastom mitohondrijalne biogeneze (mitohondriogeneze) (Butow i Babassi,
1999).

U vezi sa ovim fenomenom, mitohondrije mrkih adipocita zauzimaju centralnu
ulogu u kaskadi procesa ukljuc¢enih u termogenezu BAT. Mrki adipociti spadaju medu celije
sa najvecom Vv mitohondrija medu sisarskim Celijama (Lindberg i sar., 1967). Biogeneza
mitohondrija predstavlja kompleksan proces koji ne podrazumeva samo povecanje
njthovog broja, ve¢ i remodeliranje na strukturnom i molekulskom nivou (Otasevic i sar.,
2071). Mitohondrijalna struktura je u ¢vrstoj povezanosti sa njihovim funkcionalnim
stanjem. Naime, mitohondrije su dinamicne organele, sposobne da menjaju morfologiju
putem procesa fuzije 1 fisije, ¢cime se formira mitohondrijalni sincicijum ili se mitohondrije
razdvajaju na pojedinacne, diskretne fenotipove (Liesa i sar, 2009). Unutrasnja
mitohondrijalna membrana formira brojne invaginacije — kriste, ¢iji se broj, oblik i raspored
znacajno menjaju u odgovoru na fizioloske stimuluse (Ozasevic i sar., 2071). U slucaju mrkih
adipocita, mitohondrijalno remodeliranje podrazumeva seriju finih, vremenski uskladenih
promena koje pocinju njihovom hipertrofijom 1 pojavom novoformiranih mitohondrija sa
jednostavhom unutrasnjom gradom (Suter, 1969; Petrovic i sar., 2008) koja se postepeno
usloznjava. To se prvenstveno odnosi na kriste koje se organizuju sve pravilnije, paralelno,
brojnije su i raste njthova Vv. Pokazana je pozitivha veza izmedu povecanja Vv kristi i
sposobnosti mitohondrija da produkuju toplotu. S obzirom da se na unutrasnjoj
mitohondrijalnoj membrani nalaze enzimi elektron-transportnog lanca i UCP1, logi¢no je
ocekivati da progresivho povecanje Vv kristi predstavlja strukturnu i molekulsku bazu za

povecanje oksidativnog i termogenog kapaciteta mitohondrija (Roberts i Smith, 1967; Suter,

1969).
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Rezultati nase studije pokazuju da se Vv mitohondrija realno povecava kod akutnog
tretmana visokom dozom insulina, dok se kod ostalih insulinskih tretmana, odrzava na
nivou bliskom kontrolnom, sto je posledica hipertrofije samih celija, 1 ukazuje da se koli¢ina
mitohondrija u mrkim adipocitima poveéava srazmerno rastu Celija, kako bi se odrzala
optimalna Vv. S tim u vezi, uocljiv je pozitivan mitohondriogeni efekat insulina, posebno
kod Zivotinja tretiranih visokom dozom insulina, gde raste udeo sitnijih mitohondrija, $to
ukazuje na povecanu mitohondrijalnu biogenezu; dok se Vv kristi u mitohondrijama
povecava kod svih insulinom-tretiranih grupa - kod niske doze postepeno, jer se kod
akutnog tretmana belezi blazi porast, a nakon tri dana vrednost znacajnije raste; dok se kod
visoke doze insulina belezi jak akutni odgovor, uz znatno povecanje udela kristi u

mitohondrijama ve¢ kod akutnog tretmana.

5.2.2. PGC-1x i termogeni kapacitet

Aktivacija termogenog programa BAT stimuliSe se putem razlicitih termogenih
faktora koji koordinisu biohemijske, strukturne i éelijske promene. Medu njima, UCP1,
PPAR-y 1 njegov koaktivator PGC-1a, su od posebnog znacaja, zbog njihove uloge u
povecanju termogenog kapaciteta putem intenzifikacije dekuplovanja, metabolizma masnih
kiselina 1 diferencijacije, kao 1 putem wuticaja na oksidativni metabolizam 1
mitohondriogenezu (Nicholls i Locke, 1984, Puigserver i sar., 1998; Nedergaard i sar., 2005).
PGC-1a (Puigserver i sar., 1998), koji se smatra glavnim regulatorom mitohondrijalne
biogeneze i utroska energije, i kojem se pripisuje vise metabolickih funkcija u tkivima sa
visokim oksidativnim kapacitetom (sr¢ani i skeletni misié¢i, BAT); odgovoran je za razvoj
morfoloske 1 molekulske masinerije neophodne za pravilno funkcionisanje BAT. Pored
efekta na termogenu masineriju, pokazano je da PGC-la stimuliSe VEGE ekspresiju i
angiogenezu u BAT i skeletnim misi¢ima u uslovima hipoksije i smanjenja dostupnosti
hranjivih materija (Arany 7 sar., 2008). PGC-1a ekspresija je precizno regulisana i odrazava
Celijske energetske potrebe. Ovaj koaktivator vrsi svoje funkcije putem regulacije aktivnosti
velikog broja transkripcionih faktora, medu kojima se klju¢nima smatraju PPAR-y, koji je
glavni regulator diferencijacije adipocita (Rosen i sar., 1999), kao 1 nukleusni respiratorni
faktori (NRF) - 1 i - 2 koji su neophodni za replikaciju, odrzavanje i transkripciju
mitohondrijalne DNK (mtDNK) (Fisher i sar., 1992; Larsson i sar., 1998; Garesse i 1 alleo,
2001), ali 1 za ekspresiju gena za subjedinice respiratornog lanca i drugih proteina vaznih za

funkcionisanje mitohondrija (1 7rbasius i sar., 1993; Scarpulla, 2002). S obzirom da insulin
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stimuliSe procese deponovanja energije, kao i da inhibira katabolicke puteve, za ocekivati je
da se aktivnost PGC-1a inhibira pod dejstvom insulina. U tom kontekstu pokazano je da
insulin moze da inhibira PGC-1a transkripciju putem aktivacije Akt puta, ¢ime se inhibira
FoxO1 (Forkbead box protein O1, engl) koji ima ulogu vezivanja i stimulacije PGC-1a
(Southgate i sar, 2005). Ovi se podaci o inhibitornom delovanju insulina na PGC-la
ckspresiju dobrim delom poklapaju sa nasim rezultatima, gde se inace visoka tkivna
ckspresija PGC-1a smanjuje tek nakon hroni¢nog izlaganja visokoj dozi insulina, §to
ukazuje da hroni¢na hiperinsulinemija inhibira termogenu aktivnost BAT. Takode, kod
visoke hiperinsulinemije, uprkos mitohondriogenezi, detektovali smo na ultrastrukturnom
nivou porast ucestalosti Celija sa razlicitim defektima na nivou mitohondrija
(dezorganizacija, namotavanje ili vezikulacija kristi, bubrenje, kondenzacija itd.), koje se
onda uklanjaju autofagocitozom ili se, u slucaju veéeg Celijskog ostecenja, razgraduju u
samoj citoplazmi.

Zanimljiv je 1 na$ rezultat vezan za adipocitnu lokalizaciju PGC-1a, koji pokazuje
da se pored ocekivane citoplazmatske 1 nukleusne ekspresije, ovaj koaktivator eksprimira i u
mitohondrijama i to ne samo kod multilokulusnih, ve¢ i kod unilokulusnih mrkih adipocita,
kod kojih se jaka ekspresija zadrzava i nakon hroni¢nog tretmana visokom dozom. To
ukazuje da uprkos uvrezenom stavu, PGC-1a mitohondrijalnu biogenezu ne regulise samo
putem regulacije nukleusnih gena za mitohondrijalne proteine, ve¢ 1 putem regulacije gena

na mtDNK, sto je i pokazano u skorasnjoj studiji Safdar 1 saradnika (2077).

5.2.3. NO i termogeni kapacitet

Identifikovani su brojni faktori koji kontrolisu termogeni kapacitet BAT, a jedan od
njih je 1 NO (Otasevic i sar, 2071). Efekat NO generisanog od strane eNOS (Cija je
imunoekspresija poveéana u BAT hiperinsulinemicnih pacova u odnosu na kontrolu) na
termogeni kapacitet mrkih adipocita nije iskljucen ni u uslovima hiperinsulinemije, posto
postoje dokazi da ovako generisan NO stimulise UCP1 ekspresiju (Nisoli i sar., 1998, Petrovic
7 sar., 2005) kao 1 mitohondrijalnu biogenezu u BAT (Nisoli i sar., 2003; Liesa i sar., 2009,
Petrovic i sar., 2010b). Takode, pokazano je da kod eNOS-deficijentnih Zivotinja dolazi do
smanjenja broja mitohondrija, smanjenja potrosnje energije, povecanja telesne tezine i

razvoja IRes (Shankar i sar., 2000), $to sve spada u tipicne odlike metabolickog sindroma.

89|



Diskusija

Mozemo zakljuciti da akutna hiperinsulinemija pozitivho utice na termogeni
kapacitet BAT, kako putem strukturnog remodeliranja termogene masinerije (hipertrofija
mitohondrija, njthova biogeneza, povecanje udela kristi), tako 1 na molekulskom nivou,
prvenstveno putem povecanja ekspresije UCP1 proteina. Da li pri tome dolazi i do
stimulacije NST, ostaje nerazjasnjeno. Kod ljudi je uoceno da se kod akutne
hiperinsulinemije u BAT povecava unos glukoze bez promena u perfuziji, sto moze
ukazivati da insulin ne dovodi do aktivacije NST, ili je ona blaza pa ne zahteva povecanje
prokrvljenosti, kao i da je mehanizam aktivacije BAT putem insulinske aplikacije drugaciji u
poredenju sa hladnoc¢om-indukovanom aktivacijom gde dolazi i do povecanja unosa
glukoze, i do povecanja prokrvljenosti (Orava i sar., 2071).

Negativni efekat na termogeni kapacitet BAT se uocava tek kod hroni¢nog izaganja
visokoj dozi insulina, gde se smanjuje ckspresija PGC-la 1 povecava ucestalost
mitohondrijalnih ostecenja u pojedinim mrkim adipocitima. To moze biti znak da hroni¢no
izlaganje tkiva visokim dozama ovog hormona dovodi do smanjenja termogenog kapaciteta
tkiva, $to moze biti jedno od mogucih mehanizama za ,,iskljucivanje® BAT kod gojaznih
ljudi.

Nasi rezultati dakle, ukazuju da efekat hiperinsulinemije na termogeni kapacitet

BAT zavisi od primenjene doze i duzine tretmana insulinom.
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5.3. CITOTOKSICNOST VISOKE DOZE INSULINA U MRKOM
MASNOM TKIVU
5.3.1. Apoptoza endotelskih celija

Rezultati nase mikroskopske studije pokazuju da se kod akutnog i hronicnog
tretmana visokom dozom insulina povecava broj apoptotskih endotelskih celija u BAT,
koje pokazuju znake kondenzacije hromatina, promene oblika nukleusa, kao i pojave
apoptotskih tela. Prethodna studija pokazala je da hiperinsulinemija ima citotoksican efekat
na BAT i da dovodi do smrti mrkih adipocita apoptozom (Korac i sar., 1999), §to je od
strane Porras 1 saradnika potvrdeno i u kulturi (2003). Nasa studija pokazuje da pored smrti
mrkih adipocita i apoptoza endotelskih Celija igra vaznu ulogu u remodeliranju BAT, barem
u uslovima izloZzenosti visokim koncentracijama insulina. Udruzena eliminacija mrkih
adipocita i endotelskih celija moguci je mehanizam odrzavanja stalnosti odnosa ovih
Celijskih tipova, tj. njihovih Vv u tkiva (Bukowiecki i sar., 1982). lako se smatra da vecina
adultnih tkiva ne raste, kao i da je njthova vaskulatura u stanju mirovanja (Hobson i
Denekamp, 1984), to nije slucaj sa masnim tkivima, koja mogu da rastu i da se smanjuju
tokom zivota, i za ¢iju je masu pokazano da moze biti regulisana upravo zahvaljujuci
vaskulaturi (Rupnick i sar., 2002). Cirkulatorna mreza ima izuzetan kapacitet remodeliranja
putem smanjenja ili povecanja mikrocirkulacijske mreze u zavisnosti od potreba tkiva, $to je
narocito vazno kod tkiva sa tako izrazenom plasticnoscu kao sto je BAT.

Znacaj proapoptotskog efekta hronic¢ne hiperinsulinemije u BAT nije sasvim
poznat. Apoptoza endotela smanjenjem kapaciteta kapilarne mreze za dopremanje
supstrata 1 rasipanje toplote moze da utice na termogenu funkciju BAT. Smatra se da
insulin u perivaskularni prostor dospeva tako §to prvo ulazi u endotelske celije putem
receptorom-posredovanog procesa (Hachiya i sar., 1988). Imunogold analiza na insulin i na
IR-P sprovedena u nasoj studiji, zaista pokazuje njthovo prisustvo insulina i IR-P na
membrani endotelskih ¢elija - u uvratima membrane, kao 1 na membrani endocitotskih
vezikula, $to moze biti bar jednim delom, deo transcitotskog prenosa insulina do tkiva, tj.
prvenstveno do mrkih adipocita. Na taj nacin, redukcija ekspanzije kapilarne mreze 1
smanjenje protoka krvi u metabolicki aktivnim tkivima, dovodi do zastoja u insulin-
stimulisanom metabolizmu glukoze i lipida (Kubota i sar., 2071). Na osnovu svega moze se
pretpostaviti da smrt mrkih adipocita, kao i endotelskih celija, indukovane hroni¢nom
hiperinsulinemijom, mogu predstavljati vazan mehanizam uklju¢en u lokalnu redukciju

funkcije BAT u uslovima kontinuirane izlozenosti delovanju insulina. Takode, iako se
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insulin smatra jednim od najrelevantnijih pozitivnih signala u regulaciji BAT, hroni¢na
izlozenost visokim dozama insulina moze imati patoloski efekat i dovesti do indukcije smrti
¢elija ovog tkiva.

Ipak, uprkos smrti izvesnog pula mrkih adipocita i endotelskih ¢elija, u nasoj studiji
masa tkiva se kod hroni¢ne hiperinsulinemije povecava, zahvaljuju¢i tome $to se uporedno
sa postojanjem regiona Celijske smrti, u drugim regionima desava hipertrofija i proliferacija
— adipo- 1 angiogeneza. To ukazuje na znacaj postojanja strukturno-funkcionalnih
adipocitno-endotelskih klastera, odnosno centara u kojima se istovremeno, pod dejstvom
istog stimulusa, mogu odvijati i potpuno suprotni procesi, kao $to su celijska smrt u
jednima 1 proliferacija u drugima, a sve u svrhu remodeliranja BAT 1 fine regulacije njegove
funkcionalnosti u uslovima izmenjene homeostaze, kao $to je to slucaj kod

hiperinsulinemije.

5.3.2. Eritrofagocitoza

Fagocitoza i degradacija ostecenih, ostarelih ili ekstravaziranih eritrocita predstavlja
normalan hemoregulatorni proces kojim se vrsi recikliranje eritrocitnog gvozda (Delaby i
sar., 2005). Ovaj se proces visi prvenstveno od strane makrofaga retikulo-endotelskog
sistema (RES), ali je takode uoceno da i mnogi drugi celijski tipovi mogu obavljati
fagocitozu eritrocita, kako u fizioloskim, (Wakefield i Hicks, 1974; Zeligs i WollmanSh, 1977,
Listinsky, 1988; Ruegg i Jungs, 1988; Fens i sar., 2070), tako 1 u patoloskim uslovima (Kessler i
De Vries, 1956; Hino i sar., 1985; 1.ee i sar., 1999; Biondi i sar., 2001, Farina i sar., 2006;
Radhakrishnan i sar., 2008). Koliko nam je poznato, eritrofagocitna aktivhost mrkih
adipocita je za sada opisana samo od strane nase laboratorije (Radovanovic i sar., 1996; Grubic
7 sar., 2008), iako je njihova fagocitna i mikrobicidna aktivnost uocena i od strane drugih
(Villena i sar., 2001).

I akutan 1 hronican tretman insulinom, a posebno niskom dozom, u nasem
cksperimentu stimuliSe eritrofagocitnu funkciju mrkih adipocita, dovodec¢i do pojave
velikog broja mikrohemoragijskih Zarista u tkivu u kojima se deSava ekstravazacija
eritrocita, njthov unos u mrke adipocite do potpune preplavljenosti citoplazme i fizickog
uvecanja same cCelije, kao i razgradnja eritrocita u ovim, EFA. Nasi rezultati medutim,
pokazuju eritrofagocitnu aktivnost mrkih adipocita ¢ak i kod kontrolnih Zivotinja, ukazujuci
na fizioloski znacaj ovog fenomena. Ipak, prava uloga ovog procesa u BAT tek treba da

bude rasvetljena.
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Jedno od mogucih objasnjenja je vezano za visoku prokrvljenost i jaku termogenu
aktivnost, sto moze dovesti do povecane permeabilnosti krvnih sudova i ekstravazacije
eritrocita, pa se mrki adipociti uklju¢uju u njihovo uklanjanje, kao $to je slucaj kod
hiperglikemije ili tretmana kalcijumom (Radovanovic i sar., 1996). O tome svedoci i povecana
ckspresija VEGF proteina u EFA i okolnim preadipocitima i endotelskim celijama, §to
ukazuje na znacaj ovog proteina u povecanju propustljivosti krvnih sudova u BAT (Cannon
7 Nedergaard, 2004). Hiperinsulinemija kreira specifican tkivni milje koji aktivira metabolizam
mrkih adipocita, dovodi do povecanja prokrvljenosti i jake ekstravazacije eritrocita u
intersticijum. S druge strane, hiperinsulinemija indukuje lipidne izmene u membrani
eritrocita, povecavajuéi njihovu podloznost fagocitozi (Zeghari i sar., 2000). Takode je
pokazana moguca uloga hiperinsulinemije u regulaciji membranske fluidnosti eritrocita 1
promena reoloskih karakteristika mikrocirkulacije (Tsuda i sar., 2000; 2001). Istovremeno,
povecanje lokalne temperature verovatno dodatno menja fluidnost eritrocitne membrane.
Zna se da mnoga patoloska stanja (srpasta anemija, talasemija, malarija) dovode do
oksidacije eritrocitne membrane, kao i do deponovanja hemina — (HE, Fe’" - oksidaciona
forma hema), produkta razgradnje hemoglobina (Hb), ¢ime se smanjuje deformabilnost
eritrocita, promovise fiksacija antitelo-komplement, narusava membranska asimetrija, §to
sve dovodi do preranog uklanjanja eritrocita od strane RES makrofaga (Hebbel, 1991; Turrin:
7 sar., 1992; Dondorp i sar., 1999).

Drugo moguce objasnjenje je vezano za metabolicke zahteve samih adipocita,
njthovu potrebu za hem prostetickom grupom Hb, koja je neophodna za mnoge
metaloproteine vazne, izmedu ostalog 1 za funkcionisanje mitohondrija (citohrom ¢, npr.).
Ovo se objasnjenje medutim, ¢ini manje verovatnim, jer se kod veéine EFA uocavaju znaci
citotoksi¢nosti, degradacije organela, a nije retkost ni smrt same Celije.

U literaturi su opisana dva morfoloska tipa unutarcelijske degradacije eritrocita —
granularni (Wheatley, 1968, Zeligs, 1977; Falini i sar., 1980), koiji se karakterise postepenom
razgradnjom eritrocita na materijal granularne forme uz gubitak plazma membrane; kao 1
hemoliticki tip (Putet i sar., 1969; Simon i Burke, 1970; Sasaki, 1990), kod kojeg dolazi do
progresivnog 1 homogenog smanjenja gustine matriksa eritrocita. Kod tretmana insulinom,
uocena su oba tipa razgradnje, ¢ak i kod iste Celije, Sto moze biti objasnjeno ¢injenicom da
se kod mrkih adipocita nalaze razlicite populacije lizozoma, zbog nekordinisane sinteze
lizozomskih enzima (Desautels i sar., 1990). Takode je moguce da je hemoliticka degradacija

eritrocita uzrokovana njihovim osmotskim bubrenjem u fagozomima, $to ipak ne
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objasnjava zasto se u jednoj istoj celiji javljaju oba tipa razgradnje. Moguée je da
hemoliticka degradacija eritrocita nastaje naknadno, usled kumulativhog citotoksicnog
efekta prethodno nagomilanih produkata granularne razgradnje, $to uzrokuje bubrenje
kako eritrocita, tako i ¢elijskih organela, prvenstveno mitohondrija, $to je zaista uocljivo vec
na nivou svetlosne mikroskopije. Drugo objasnjenje je vezano za stanje u kojem se eritrocit
nalazi u momentu fagocitoze, da li se radi o eritrocitima koji su prethodno iz lumena
dospeli u intersticijum, gde su verovatno pretrpeli izvesne metabolicke preturbacije, a
potom su naknadno uneti u EFA; ili se pak radi o onima koji su direktno iz lumena
fagocitirani od strane mrkih EFA.

Na nivou TEM, u EFA je evidentno povecanje citosolne koncentracije feritina,
proteina koji vrsi deponovanje gvozda u visku. Distribucija feritina nije vezana za tip
degradacije eritrocita 1 sli¢na je distribuciji kod ostalih ¢elijskih tipova (Fedorko i sar., 1973,
Zeligs, 1977), a povecanje se uocava uporedno sa progresijom degradacije eritrocita i to
prvenstveno uz eritrofagozome, ali 1 u okviru samih fagozoma, sekundarnih lizozoma i
lipofuscinskih granula, $to ukazuje na povecanje unutarcelijske koncentracije gvozda, koji
se onda deponuje u feritinu, u cilju protekcije Celije od izrazite toksicnosti redoks-aktivnog
nevezanog gvozda.

Uklanjanje eritrocita fagocitozom je evidentno toksi¢no za sam adipocit. Na nivou
TEM, brojni su znaci degradacije organela, njthove autofagocitoze ili citosolne razgradnje,
uvecava se broj sekundarnih lizozoma 1 lipofuscinskih granula, a nije retka ni smrt ovih
adipocita. Takode, uocava se da su mitohondrije ovih Celija uvecane, §to moze ukazivati na
njthovo bubrenje, u skladu sa moguéim bubrenjem eritrocita koji se razgraduju hemoliticki.
Promene se uocavaju i na nivou enzima antioksidativnhe odbrane u EFA; povecana je
imunoekspresija katalaze i SOD izoformi (CuZnSOD i MnSOD) koje se lokalizuju oko
(CuZnSOD) 1 u (MnSOD) mitohondrijama i to neuniformno, tj. postoji heterogenost
medu ovim organelama kada je u pitanju prisustvo navedenih enzima. To je u skladu sa
zapazenom  razlicitos¢u stepena eritrofagocitozom-indukovanih  oste¢enja  medu
mitohondrijama jedne Celije. Povecanje ekspresije enzima antioksidativne odbrane moze se
smatrati kompenzatornim odgovorom ovog sistema na povecan oksidativni pritisak
uzrokovan eritrofagocitozom. Naime, iz vifro studije su pokazale da masivna
eritrofagocitoza uti¢e toksi¢no na fagocite (Kaye i Hook, 1963; Loegering i sar., 1987; Toure-
Balde i sar., 1996; Helmby i sar., 2000), dovodeci do redukcije njthove vijabilnosti, ¢este smrti

¢elija; kao i da se prilikom eritrofagocitoze povecava oksidativni stres usled oslobadanja HE
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(Cambos i Scorza, 2011). Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS — reactive oxygen species,
engl.) je odlika katabolizma Hb unutar fagocita. U fagozomu, Hb se oksiduje do
methemoglobina sto dovodi do ekvimolarne produkcije superoksida i do oslobadanja HE
(Goldstein i sar., 2003; Becker i sar., 2004). Gvozde se oslobada putem enzimske (preko HO-1
(Goldstein i sar., 2003)) ili neenzimske (putem peroksida (O'Brien i Little, 1969)) degradacije
HE. Iako i sam HE moze da pokrene lipidnu peroksidaciju (O'Brien i Little, 1969),
oksidativha ostecenja nastaju i usled ROS produkovanih u Fentonovoj reakciji, koju
katalizuje slobodno gvozde (Gutteridge, 1986). U saglasnosti sa ovim rezultatima je 1 nas, koji
pokazuje indukciju ekspresije HO-1, koja predstavlja mocan sistem za detoksikaciju HE
(Kumar i Bandyopadhyay, 2005), u EFA i okolnim makrofagama. Medutim, uprkos aktivaciji,
ovaj zastitni sistem ponekad nije dovoljan za detoksikaciju kod velikih kolicina Hb/HE,
kao $to je to kod masivne eritrofagocitoze, pa nastala oksidativna ostecenja dovode cesto
do smrti ¢elije, kako je pokazano i u nasoj studiji. ROS mogu da dovedu do destabilizacije
mitohondrijalne membrane (Simon i sar., 2000) sto takode moze biti uzrok Celijske smrti
usled oslobadanja ,,molekula smrti“ (citohrom ¢, apoptoza-indukujuci faktor (AIF),
endonukleaza G itd. (Elmore, 2007)) 1 verovatno predstavlja direktan uzrok za bubrenje i
ostecenja mitohondrija koje ¢esto uoc¢avamo kod EFA u BAT.

Cinjenica da mrki adipociti sa funkcijom eritrofagocitoze visoko eksprimiraju
marker makrofagne infiltracije, MIP-38, kao i da se u ovim regionima nalaze aktivirane
makrofage koje takode vrse eritrofagocitozu, ali 1 uklanjaju ostecene 1 uginule EFA; ide u
prilog pretpostavci da se mrki adipociti 1 makrofage u BAT udruzeno aktiviraju u svrhu
istog procesa — uklanjanja ekstravaziranih eritrocita u mikrohemoragijskim regionima, c¢ija
se masivnost povecava kod tretmana insulinom. Iz vitro studije su pokazale da preadipociti
mogu da se ponasaju i/ili da se transformisu u fagocite (Cousin i sar., 1999; Charriere i sar.,
2003), ukazujuci na bliskost ovih Celijskih linija, kao i na moguénost da su EFA ustvari
preadipociti, ¢emu u prilog govori: redovno prisustvo preadipocita u regionima
eritrofagocitoze, cinjenica da EFA uglavnom imaju manji broj sitnih lipidnih tela, da
eksprimiraju Ki-67 marker proliferacije, kao 1 da, slicno adipocitima, u znatno vecoj meri

unose insulin i IR-P u svoju citoplazmu i nukleuse, mnogo vise od zrelih mrkih adipocita.
5.3.3. Lipofuscinogeneza

Nasi ultrastrukturni i rezultati na nivou fluorescentne mikroskopije pokazuju da

hiperinsulinemija dovodi do povecanja akumulacije nerazgradivog, autofluorescirajuceg,
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polimernog produkta — lipofuscina, u mrkim adipocitima pacova. Lipofuscin mrkih
adipocita pokazuje svojstva autofluorescence nakon ekscitacije plavom (488 nm) i crvenom
(633 nm), ali ne 1 zelenom svetlos¢u (543 nm). Ova svojstva lipofuscina zavise od prirode
materijala koji sadrzi 1 vrste éelije u kojoj se stvara. Tako, Nakae i saradnici (2007) pokazuju
autofluorescencu lipofuscina u ¢elijama misi¢a dijafragme nakon ekscitacije plavom i
zelenom svetloséu. Brunk i Terman (2002a) su takode pokazali da lipofuscin fluorescira
nakon ekscitacije plavom, ali i UV i zelenom svetlos¢u. Prava hemijska struktura
fluoresciraju¢eg materijala (fluorofora) lipofuscina nije poznata, mada se smatra da ga cine
produkti lipidne peroksidacije.

Nastanak lipofuscina je veoma kompleksan proces koji ukljucuje mitohondrije,
lizozomski sistem, kao i razlicite produkte proteinske oksidacije i lipidne peroksidacije
(Brunk i Terman, 2002b; Terman i sar., 2010) koji se, zbog nemoguénosti razgradnje i
uklanjanja iz Celije akumuliraju unutar celija (Terman i Brunk, 1998a; b). U mrkim
adipocitima, uocene lipofuscinske granule, predstavljaju komplekse lipida 1 pigmentnog
materijala, unutar tipicne lizozomske membrane, cije je poreklo uglavnom od oste¢enih
Celijskih komponenti, prvenstveno mitohondrija i lipidnih tela. Brojne mitohondrijske
strukturne alteracije koje smo uocili (bubrenje, dezorganizacija, namotavanje i vezikulacija
kristi, mitofagija i fuzija sa lizozomima), ukazuju na mitohondrijsko poreklo lipofuscina, $to
je u skladu sa rezultatima drugih laboratorija koje su pokazale prisustvo mitohondrijskog
proteina ATP sintazne subjedinice ¢ u lipofuscinu (Ezaki 7 sar., 1995a; Elleder i sar., 1997).

Akumulacija  lipidnih  tela u lipofuscinskim granulama mrkih adipocita
hiperinsulinemic¢nih pacova, koju smo pokazali na ultrastrukturnom nivou, moguca je
posledica uklanjanja lipida, sto moze dovesti do lipotoksi¢nosti i lipidne peroksidacije u
Celiji. S obzirom na poznati lipogeni efekat insulina (Deshaies i sar., 1991; Wang i Sul, 1998), o
cemu svedoc¢i povecana lipogeneza u mrkim adipocitima hiperinsulinemi¢nih pacova,
moguce je da u izostanku signala za aktivaciju termogeneze dolazi do gomilanja
neoksidovanih lipida, §to utice na izmenu strukture i funkcije mitohondrija. Jaca
imunohistohemijska reakcija na 4-HNE-proteinske adukte u mrkim adipocitima
hiperinsulinemi¢nih pacova potvrduje pretpostavke o povecanoj lipidnoj peroksidaciji.
Naime, 4-HNE 1 malondialdehid (MDA) pripadaju grupi krajnjih produkata lipidne
peroksidacije koji teze da povezuju razli¢ite proteinske rezidue u lizozomima, ¢ime nastaju
nerazgradivi polimeri lipofuscina (Brunk i Terman, 2002a). Skorasnja istrazivanja su pokazala

da 4-HNE i MDA mogu direktno da inaktiviraju lizozomske enzime, tzv. cistein katepsine
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putem kovalentnog vezivanja za aktivno mesto $to dovodi do prevodenja proteolitickih
supstrata lizozomskih enzima u njihove kompetitivne inhibitore (Krobne i sar., 2010).

Dakle, iako je lizozomska degradacija brza i efikasna, ona nije uvek potpuna
(Lerman i sar., 2007), pa ¢ak i u fizioloskim uslovima dolazi do gvozdem-katalizovane
peroksidacije koja rezultira u sporoj akumulaciji lipofuscina (Brunk i Terman, 2002a).
Povecan nivo lipidne peroksidacije koji detektuyjemo u mrkim adipocitima
hiperinsulinemic¢nih pacova, moguca je posledica povecane produkcije ROS, prvenstveno
H,0,, koji u sadejstvu sa gvozdem u njegovom fero (Fe’") stanju indukuje lipidnu
peroksidaciju, narocito u redukujucim, kiselim uslovima koji vladaju u lizozomima (Terman i
sar., 2007; Kurg i sar., 2008). Stavise, pokazano je da sam H,O, u koncentracijama koje
normalno dovode do apoptoze ili nekroze nema efekata na celiju u prisustvu helatora
gvozda (Kurg i Brunk, 2009), sto dokazuje da H,O, per se, ne pokazuje znacajniju toksicnost
vec da se ona javlja tek u sadejstvu sa gvozdem. Takode, nastanak lipofuscina znacajno se
povecava pri dodavanju gvozda i obrnuto, znacajno se otezava nakon tretmana helatorima
gvozda (Marzabadi i Lilvaas, 1996). Nasi rezultati pokazuju da se udeo gvozda u BAT
hiperinsulinemi¢nih pacova povecava u poredenju sa kontrolnim Zzivotinjama, o ¢emu
svedoci 1 prethodno pokazan histoloski dokaz povecanja adipocitne akumulacije gvozda u
BAT pri tretmanu insulinom (Korac i sar., 2003).

U celiji, gvozde se konstantno reciklira iz ostarelih, gvozdem-bogatih organela, kao
§to su to mitohondrije i koristi za izgradnju novih organela. Izvor gvozda u mrkim
adipocitima mogu biti metaloproteini poput citohroma ¢ poreklom iz mitohondrija koje se
razgraduju u procesu mitofagije (Ezaki i sar., 1995b; Elleder i sar.,, 1997) ali 1 Hb, s obzirom
na izrazenu eritrofagozomsku aktivnost ovih celija, narocito u uslovima hiperinsulinemije
(Grubic i sar., 2008). Naime, pokazano je da povecan nivo eritrofagocitoze dovodi do
akumulacije gvozda (Ofggawa i sar, 2007), o ¢emu svedoce 1 nase imunohistohemijske
analize BAT koja pokazuje da se u ¢elijama koje akumuliraju gvozde, prvenstveno u EFA i
makrofagama, povecava ekspresija HO, kako konstitutivne (HO-2), tako 1 inducibilne
(HO-1) izoforme, koje razgradnjom hem prosteticke grupe daju gvozde, bilirubin 1 ugljenik
monoksid (CO) (Kikuchi i sar., 2005).

Nevezano gvozde moze biti veoma redoks-aktivno, dovodeéi do ostecenja gotovo
svih Celijskih komponenti, sto moze dovesti do smrti Celija, pa 1 celog organizma. Zbog
toga je unos 1 metabolizam gvozda veoma precizno kontrolisan 1 vecina celija ne moze

efikasno da ukloni visak istog. Cak i kada se mala koli¢ina nevezanog gvozda nade u Celiji,
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ono se vedinski bezbedno deponuje u vidu redoks-neaktivne forme u okviru citosolnog
proteina feritina (Kurg 7 sar., 2011). Ultrastrukturno, uoceno je da hiperinsulinemija dovodi
do povecanja kolicine feritina u EFA hiperinsulinemi¢nih pacova. Gvozde koje se deponuje
u feritinu oslobada se u lizozomima, a ovaj je proces vazna komponenta njegove celijske
homeostaze (Asano i sar., 2011) posto se tu obavlja najveci deo njegove reciklaze (Kurg 7 sar.,
20171). Povecana akumulacija gvozda u ovom kompartmentu ¢ini ¢elije mnogo podloznijim
oksidativhom stresu 1 lipidnoj peroksidaciji (Sakaida i sar., 1990; Baynes, 1996; Yuan i sar.,
1996; Yu i sar., 2003). S obzirom da je pokazano da su kancerske ¢elije otporne na toksi¢na
dejstva gvozda, pretpostavlja se da upravo izostanak prenosa feritina do lizozoma u
uslovima poveéane koncentracije gvozda $titi Celiju od smrti uzrokovane oksidativnim
ostecenjima koje indukuje gvozde (Asano i sar., 2011).

Kako se ¢ini, tretman insulinom afektuje lizozomski enzimski sistem u BAT pacova
putem menjanja nivoa enzima (Ohno i sar., 1996) sto moze dovesti do poremecaja aktivnosti
lizozoma kao 1 do akumulacije lipofuscina. S obzirom na nerazgradivost lipofuscina, to
dovodi do trajne blokade lizozoma, iako i dalje primaju enzime u pokusaju da ga razgrade.
Postepeno, raste blokada sve veceg broja lizozoma, pa celija nije u stanju da odstrani
ostecene organele 1 makromolekule (Terman i sar, 2007). Nasa ultrastrukturna studija, u
skladu sa ovim tvrdnjama, pokazuje povecanje udela nabubrelih 1 oste¢enih mitohondrija u
citoplazmi, verovatno usled smanjenog autofagocitnog kapaciteta ¢elije usled trajne blokade
lizozoma lipofuscinom (Emmwini, 1976; Beregi i sar., 1988; Terman i sar, 2003). Sem toga,
lipofuscin per se moze da utice na smanjenje proteolitickog kapaciteta Celije (Szweda i sar.,
2003; Hobn i sar., 2011). Kako je ranije pokazano, lipofuscin povecava osetljivost Celije na
oksidativni stres (Terman i sar, 1999), putem indukcije rupture lizozoma i Celijske smurti,
najverovatnije usled povecanja koli¢ine gvozda u lipofuscinskim granulama (Terman i sar.,
1999).

Nasi rezultati dakle, jasno ukazuju na povecanu lipofuscinogenezu u mrkim
adipocitima  hiperinsulinemi¢nih  pacova, usled povecane lipidne peroksidacije,
nagomilavanja gvozda, kao 1 usled oste¢enja mitohondrija (koje je 1 samo posledica lipidne

peroksidacije i akumulacije gvozda).
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5.4. ANTIOKSIDATIVNA ODBRANA U MRKOM MASNOM TKIVU
U USLOVIMA HIPERINSULINEMIJE

Povecanje metabolicke aktivhosti BAT neizbezno dovodi do povecanja
koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih (ROS) 1 azotnih vrsta (RINS — reactive nitrogen species,
engl), koji mogu dovesti do ozbiljnih Celijskih 1 tkivnih oSteenja. Medutim, brojna
istrazivanja koja su sprovedena u poslednjih desetak godina, pokazala su da je veéina
procesa koji su ukljuceni u termogeni odgovor BAT redoks-senzitivna, tj. regulisana
reaktivnim vrstama (Saba 7 sar., 1996; Nisoli i sar., 1998, Petrovic i sar., 2005). To se narocito
odnosi na ROS i, medu RNS, na NO, koji uti¢e na signalnu kaskadu ukljuc¢enu u regulaciju
termogeneze BAT (Otasevic 7 sar., 2011). Tokom poslednjih godina, pokazano je da produkti
lipidne peroksidacije mogu uticati na bioloske procese, kako putem indukcije adaptivnog
odgovora 1 samim tim, tolerancije na oksidativni stres, tako i direktno, reagujuéi sa
proteinima, ukljucujuéi tu i UCP izoforme (Echtay i sar., 2003). U tom kontekstu, ¢ini se da
finalni odgovor celije zavisi od koncentracije reaktivnih vrsta i njihovih produkata
oksidacije (Otasevic i sar., 2011). 1z tog razloga, enzimi ukljuceni u metabolizam reaktivnih
vrsta su od sustinskog znacaja u regulaciji unutaréelijskog redoks statusa, putem regulacije
ROS 1 RNS produkcije 1 uklanjanja. Antioksidativha odbrana se stoga smatra jednim od
najvaznijih faktora za ocuvanje redoks homeostaze, ne samo sa aspekta zastite Celije, ve¢ i
sa aspekta odrzanja unutarcelijskog “mirujuceg” nivoa reaktivnih vrsta (Halliwell i Gutteridge,
1990; Buzadzic i sar., 1997, Otasevic i sar., 2071).

U nasoj studiji, uocava se povecanje proteinske ekspresije izoformi SOD, izrazenije
kod tretmana visokom dozom insulina, §to se narocito odnosi na MnSOD. To je posebno
uocljivo kod akutnog tretmana visokom dozom insulina gde je tkivna ekspresija MnSOD
vrlo visoka i homogeno distribuirana medu mrkim adipocitima. Zapazeno povecanje
ckspresije MnSOD - mitohondrijske izoforme SOD, nakon akutnog tretmana visokom
dozom insulina, u skladu je sa stimulacijom mitohondriogeneze i1 poveéanom Vv
mitohondrija. Pored intenzivirane mitohondriogeneze, opisani procesi indukovani
tretmanom insulinom ukljuc¢ujuéi povecanu eritrofagocitozu, metabolicku aktivnost itd.
ukazuju na moguénost visoke produkcije ROS u BAT hiperinsulinemi¢nih pacova. Stoga je
uoceni adaptivni odgovor SOD enzima kljucan za odrzanje redoks homeostaze, i samim
tim redoks-senzitivnih procesa, u BAT u uslovima hiperinsulinemije. Znacaj adekvatnog

odgovora antioksidativne odbrane na povecani oksidativni pritisak za normalno
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funkcionisanje BAT, jasno je opisan u uslovima povec¢ane metabolicke aktivnosti tkiva, kao

§to je slucaj pri izlaganju hladnoéi (Petrovic 7 sar., 20006).

5.5. UTICAJ] HIPERINSULINEMIJE NA RAZVO]J INFLAMACIJE I

INSULINSKE REZISTENCE U MRKOM MASNOM TKIVU
Odredena fizioloska stanja mogu dovesti do IRes u BAT. Kod trudnih Zenki

pacova recimo, smanjuje se insulinom-indukovano iskoris¢avanje glukoze u BAT, sto
ukazuje na mogucu ulogu ovog tkiva u IRes karakteristicnoj za kasnu trudnocu (Ferre 7 sar.,
1986), ¢ime se glukozni supstrat preusmerava na sintezu komponenti neophodnih za
sintezu mleka u mle¢nim zlezdama. Takode, odgovor na insulin u BAT se smanjuje kod
gojaznih pacova (Ferre i sar., 1986) $to sve ukazuje na znacaj BAT u sveukupnoj kontroli
glukozne homeostaze.

Studija na misevima sa BAT-specificnim Anockout-om IR (BATIRKO misevi)
(Guerra i sar., 2001) pokazala je dva potencijalno vazna aspekta IRes u ovom tkivu u vezi sa
glukoznom homeostazom celog organizma. Prvo, insulin ima vaznu ulogu u razvoju i
odrzavanju BAT, kao §to je i ranije pokazano na 7 vive 1 in vitro modelima. Stoga, ove
zivotinje pokazuju znacajnu atrofiju BAT, sto dalje dovodi do znacajne redukcije u
ekspresiji lipogenih gena; i drugo, ove zivotinje razvijaju dijabeti¢ni fenotip bez periferne
IRes, ali sa blagim smanjenjem mase 3 Celija pankreasa, kao 1 sa poremecajem insulinske
sekrecije u odgovoru na unos glukoze. BATIRKO misevi dakle, pokazuju da disregulacija
adipo-insularne ose zbog deficita IR u BAT utice na homeostazu glukoze.

Vise razlicitih faktora koje lu¢i masno tkivo (citokini, faktori rasta, slobodne masne
kiseline) mogu da uticu na procese koji su regulisani insulinom, gde spadaju 1 homeostaza
glukoze, kao 1 metabolizam lipida (Ryden 7 sar., 2002; Arner, 2003). Jedan od njih je i TNF-a
za koji se smatra da predstavlja vezu izmedu adipoznosti i razvoja IRes posto: 1) je vecina
osoba sa T2D gojazna; 2) TNF-a je visoko eksprimiran u adipoznom tkivu gojaznih
zivotinja 1 ljudi (Hotamisligil i sar., 1993; Hofmann i sar., 1994; Hotamisligil i sar., 1995; Kern i
sar., 1995; Saghizadeb i sar., 1996); 1 3) gojazni miSevi bez TNF-« ili bez njegovog receptora,
ne razvijaju IRes (Uysal i sar, 1997; Upysal i sar., 1998). Aplikacija TNF-a kod odraslih
pacova smanjuje sistemsku insulinsku senzitivhost wusled favorizovanja ekspresije
adipocitnih gena ukljuc¢enih u otpustanje slobodnih masnih kiselina (Ruan i sar., 2002).
Direktno izlaganje izolovanih ¢éelija TNF-a inhibira insulinsku signalizaciju i indukuje stanje

IRes kod razlicitih Celija 7z wvitro, ukljucuju¢i 3T3-L1 1 humane primarne adipocite
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(Hotamisligil i sar., 1994; Lin i sar., 1998; Wang i sar., 1998) putem mehanizama koiji ukljucuju
inhibiciju Tyr-fosforilazne aktivnosti IR (Feznstein i sar., 1993; Hotamisligil i sar., 1996; Sykiotis
7 Papavassilion, 2001).

Nasa studija pokazuje da hiperinsulinemija dovodi do povecanja TNF-a
imunoekspresije u  unilokulusnim  adipocitima, preadipocitima 1  sporadicnim
multilokulusnim adipocitima, uz intenzifikaciju harlekin efekta. Pokazano je da TNF-a
indukuje apoptozu mrkih 1 belih adipocita i vitro (Nisoli i sar., 1997a; Porras i sar., 1997, Prins
7 sar., 1997) 1 in vivo (Nisoli i sar., 2000), a nasi rezultati ukazuju i na mogucu uklju¢enost u
apoptozi endotelskih ¢éelija u BAT kod hiperinsulinemije (Markelic i sar., 2017). To moze
dovesti do funkcionalne atrofije BAT, kakva se srece kod gojaznosti. Sem apoptoze,
pokazano je da TNF-a inhibira 1 ekspresiju 3;-AR 1 UCP1, sto doprinosi smanjenju
termoadaptivnog odgovora (Niso/z i sar., 2000; VValladares i sar., 2001). Takode, TNF-a deluje
kao negativni regulator diferencijacije 1 indukuje IRes u BAT u vezi sa unosom glukoze i
GLUT4 translokacijom na plazma membranu (Terue/ i sar., 2007), a ima i anti-adipogeno
dejstvo jer inhibira efekat insulina na indukciju vise adipogenih iRNK markera i smanjuje
ckspresiju C/EBP-o i B iRNK (Valverde i sar., 1998). Na molekulskom nivou, negativno
dejstvo TNF-a na mrke adipocite je izgleda u vezi sa hipofosforilacijom IR u odgovoru na
insulin, kao i sa hipofosforilacijom IRS-2 (Valverde i sar, 1998) koji, za razliku od
adipogene, termogene i proliferativne uloge IRS-1 u stimulaciji insulinom, ima kljucnu
ulogu u unosu glukoze putem GLUT4 (Fasshauer i sar., 2000). Sem navedenih, i aktivacija
drugih medijatora u odgovoru na TNF-«, kao $to su stres kinaze i inflamatorni putevi,
moze ucestvovati u IRes mrkih adipocita.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da hiperinsulinemijom-indukovana
stimulacija TNF-a ekspresije kod preadipocita 1 pojedinacnih multilokulusnih adipocita
BAT, predstavlja mehanizam ukljucen u regulaciju adekvatnog odgovora BAT u uslovima
izmenjene homeostaze. Pored toga, pokazali smo i pojacanje ekspresije proinflamatornog
citokina - IL-6, makrofagnog atraktanta - MIP-3@ 1 NF-kB u pojedina¢nim celijama, koji se
dovode u pozitivnu vezu sa razvojem IRes (Shoelson i sar., 2006). Da li se zaista radi o
razvoju lokalne inflamacije, nije sasvim jasno. S obzirom da po definiciji inflamacija ukazuje
na ukljuc¢enost celija imunskog sistema, tkivna slika BAT hiperinsulinemi¢nih pacova
govori da se ne radi o inflamaciji. Stav da ekspresija molekula koji se pojac¢ano eksprimiraju
kod inflamacije, uvek znaci i inflamaciju, ¢ini se pogresnim. Nasi rezultati ukazuju na

njthovu ukljucenost u regulaciji odgovora Celije na delovanje razli¢itih stimulusa, gde oni u
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zavisnosti od ja¢ine stimulusa, mogu da pojacaju svoju ekspresiju i dovedu do strukturnog i
funkcijskog remodeliranja, koje, u uslovima hiperinsulinemije moze da podrazumeva:
lokalnu indukciju smrti adipocita i endotelskih ¢elija, smanjenje termogenog odgovora celije

1 eventualno, smanjenje insulinske senzitivnosti ¢elija.
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5.6. SPECIFICNOSTI CELIJA U MRKOM MASNOM TKIVU
HIPERINSULINEMICNIH PACOVA

5.6.1. Unilokulusni adipociti mrkog masnog tkiva — viSe od mirujuc¢ih depoa
lipida?

Osnovna podela sisarskih adipocita, u vezi sa strukturom i funkcijom tkiva kojem
pripadaju na bele, unilokulusne koji deponuju visak hranom-unete energije u vidu
triglicerida; 1 mrke, multilokulusne sa funkcijom NST; dovela je do stava da su unilokulusni
adipociti koji se srecu u BAT, ustvari beli adipociti koji ne eksprimiraju UCP1 (Sbarbati i
sar., 1991; Cinti, 2009), poSto se ovaj protein smatra ekskluzivnim markerom mrkih
adipocita (Cannon i sar., 1982y Cinti i sar., 1989; Ricquier i sar., 1991; Cannon i Nedergaard,
2004). Neki naucnici pokazuju mogucnost reverzibilne konverzije izmedu ,belog® i
,mrkog® fenotipa u WAT 1 BAT, u zavisnosti od potreba organizma (Frontini i Cinti, 2010,
Petrovic i sar., 2010a), pri cemu se ukazuje na moguénost transformacije adultnih celija, u
procesu tzv. fizioloske transdiferencijacije (Himms-Hagen i sar., 2000; Granneman i sar., 2005)
koja podrazumeva kako genetsko reprogramiranje, tako i tkivnu reorganizaciju uz promene
u Vv kapilara i nervnih vlakana (Murano i sar., 2009).

Nasi imunohistohemijski rezultati pokazuju da unilokulusni adipociti BAT pacova
eksprimiraju UCP1 protein u svojim mitohondrijama nevezano od eksperimentalnog
tretmana, pa se shodno tome, mogu smatrati mrkim adipocitima, tj. adipoznim ¢elijama sa
termogenim kapacitetom. Pored UCP1, i imunoekspresija PGC-1a markera mitohondrijske
biogeneze je jaka kod unilokulusnih adipocita, ¢ak i kod hroni¢nog tretmana visokom
dozom insulina, gde se ckspresija u multilokulusnim adipocitima smanjuje. Markeri
povecane lipidne peroksidacije (4-HNE) 1 nitrozilacije proteina (nitrotirozin) su takode
visoko eksprimirani u ovim ¢elijama, ukazujuéi na visoku metabolicku aktivnost, shodno
kojoj je wvisok 1 nivo ekspresije SOD izoformi, posebno MnSOD u uslovima
hiperinsulinemije. Sve to ukazuje na povecan nivo produkcije reaktivnih vrsta u
unilokulusnim adipocitima, §to ne ide u prilog dosadasnjem misljenju da su ove celije
zapravo mirujuce rezerve lipida.

Pored toga, ove Celije visoko eksprimiraju VEGF marker angiogeneze, $to moze
ukazivati da povecana lipogeneza 1 veéa adipoznost mrkih adipocita (¢iji je krajnji stupanj
unilokularnost), koja se belezi pri hiperinsulinemiji, stimuliSe razvoj kapilarne mreze, kako
bi se ispratio hipertrofijom indukovani rast BAT. Takode, hiperinsulinemija indukuje 1 jak

unos insulina i IR-P u njihovu citoplazmu, i translokaciju istih u nukleus, ukazujuéi na
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moguci znacaj signalnih puteva insulina u funkciji unilokulusnih adipocita. Jedna od njih
sigurno je 1 lipogeneza, $to ukazuje na mogucnost da translokacija insulina i IR-P u nukleus
ima ulogu u ovom procesu. Medutim, pravi znacaj translokacije insulina, IR-P i IRS-1 u
nukleuse mrkih adipocita, tek treba da bude razjasnjen.

Zanimljivo, 1 ekspresija TNF-a, za koji se smatra da deluje negativho na
adipogenezu, jer inhibira efekat insulina na indukciju vise adipogenih markera (T alverde i
sar., 1998) 1 UCP1 (Valladares i sar., 2001), je poveéana u ovim celijama, i to narocito kod
hiperinsulinemi¢nih pacova, ukazuju¢i na moguénost sprege izmedu pojacanog unosa
insulina i inhibicije njegovih dejstava putem TNF-a, ¢ime se objasnjava, barem delimi¢no,
veza izmedu adipoznosti i IRes. Lokalno povecanje ekspresije TNF-a proteina u
pojedinacnim ¢elijama BAT u uslovima hiperinsulinemije, najverovatnije umanjuje dejstvo
insulina na ove Celjje, 1 smanjuje njthovu senzitivnost na insulin, a samim tim sprecava dalje
gomilanje lipida.

Sumarno, unilokulusni mrki adipociti su, sudeci po ekspresiji navedenih proteina i
proteinskih adukata, mnogo vise od pasivnih rezervoara triglicerida, i nasi podaci ukazuju
na njihovu visoku metabolicku aktivnost i uklju¢enost u odgovor tkiva na dejstvo vaznih

stimulusa, kao sto je insulin.

5.6.2. Preadipociti mrkog masnog tkiva

Uprkos znacajnom napretku u definisanju adipocitne transkripcione kontrole,
podaci o identitetu i lokalizaciji adipocitnih prekursorskih éelija 7z vivo jos uvek su oskudni.
Hiperinsulinemija, kao $to smo pokazali, pove¢ava masu BAT, ne samo putem stimulacije
fizickog uvecanja postojecih adipocita, ve¢ 1 putem stimulacije adipogeneze, o cemu
svedoci 1 veca ucestalost preadipocita u tkivu kod hiperinsulinemi¢nih pacova. Po svojoj
strukturi preadipociti uoceni u nasoj ultrastrukturnoj studiji, odgovaraju definiciji Geloen i
saradnika (Geloen i sar., 1990), to su poliugaone celije, sitnije od mrkih adipocita medu
kojima se nalaze, sa nastavcima koji se pruzaju medu okolnim celijama. Na prvom mestu se
razlikuju po manjoj koli¢ini sitnih lipidnih tela i malobrojnim mitohondrijama sa slabije
razvijenim sistemom kristi. Imunohistohemijski, o njihovoj proliferativnoj aktivnosti govori
povecana ekspresija Ki-67 markera proliferacije. Kao §to je ve¢ receno, ¢esto se uocavaju
uz krvne sudove i aktivirane endotelske celije, a imunohistohemijska detekcija vWEF
endotelskog markera u preadipocitima, ukazuje na moguénost zajednickog porekla.

Takode, u regionima eritrofagocitne aktivnosti se Cesto uocavaju, $to moze ukazivati na
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mogucu transformaciju ovih celija u eritrofagocitne celije, s obzirom da EFA poseduju
malu kolicinu lipidnih tela kao 1 preadipociti, da eksprimiraju Ki-67 marker proliferacije, i
da i jedni i drugi eksprimiraju visok nivo VEGF, sto je u skladu sa prethodnim studijama
koje pokazuju fagocitnu transformaciju preadipocita (Cousin i sar., 1999; Charriere i sar.,
2003). Visok nivo VEGF proteinske ekspresije u preadipocitima takode ukazuje na znacaj
uskladenosti procesa adipo- i angiogeneze u BAT. Moguce je da stimulacijom angiogeneze,
preadipociti stimuli$u 1 povecéanje endotelske permeabilnosti, sSto moze da bude objasnjenje
za pojavu ekstravazacije eritrocita u regionima adipogeneze.

IRS-1 se smatra glavnim molekulom uklju¢enim u insulinsku signalizaciju nizvodno
od IR, kojti deluje putem aktivacije PI3K (Fasshauer i sar., 2001; Miki i sar., 2001) koja je
neophodna za stimulaciju sinteze lipida u mrkim adipocitima pod dejstvom insulina
(Valverde i sar., 2005). Takode, IRS-1 je kljucan u medijaciji insulinom-indukovane
termogene genske ekspresije u mrkim adipocitima, posto IRS-17" mrki adipociti nisu u
stanju da povecaju ekspresiju UCP1 nakon stimulacije insulinom (1 alverde i sar., 2005). Nasi
podaci nisu u skladu sa ovim studijama, s obzirom da, inace visoka u zrelim mrkim
adipocitima, ekspresija IRS-1 proteina u preadipocitima izostaje. To je u skladu sa studijom
na fetalnim mrkim adipocitima bez IGF-1 receptora, koja pokazuje da IRS-1 nije u stanju
da pokrene insulinom-stimulisanu UCP1 ekspresiju, niti ekspresiju adipogenih gena (Mur
sar., 2002; Mur i sar, 2003) $to ukazuje da IR put nije ekskluzivni i jedini put delovanja
insulina u mrkim adipocitima. Posto je reakcija na insulin i IR-P vrlo visoka u citoplazmi ali
1 u nukleusima, to ukazuje na moguénost da sem kanoni¢ne signalne kaskade insulina,
putem vezivanja insulina za receptor cija fosforilacija zatim pokrece niz procesa,
prvenstveno preko IRS-1; postoji i drugaciji mehanizam delovanja insulina na adipogenezu.
Nukleusna translokacija insulina i njegovog fosforilisanog receptora otvara pitanje da li, i na
koji nacin, ovaj hormon direktno ucestvuje u genskoj regulaciji adipocitne diferencijacije? S
obzirom da se ovaj fenomen srece i kod zrelih mrkih adipocita i endotelskih ¢éelija u BAT
kontrolnih Zivotinja, namece se zakljucak da je ovaj proces fizioloski ucesnik u celijskoj
signalizaciji, ¢ija uloga tek treba da bude rasvetljena.

PGC-1a kao koaktivator mnogih transkripcionih faktora, i na prvom mestu,
koaktivator PPARYy (Puigserver i sar., 1998), smatra se kljucnim regulatorom adaptivne
termogeneze, mada ne i glavnim regulatorom sazrevanja mrkih adipocita, jer je pokazano
da mrki preadipociti u kulturi, bez PGC-1a i -13 gube moguénost mitohondriogeneze, ali

bez uticaja na zadobijanje ostalih fenotipskih karakteristika zrelih adipocita (Uldry i sar.,
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2006). Sto se PGC-1a tice, nasi rezultati ne pokazuju veéu ckspresiju u preadipocitima u
poredenju sa zrelim, multilokulusnim ¢elijama, ¢ak ukazuju da se ona smanjuje kod
hroni¢ne, visoke hiperinsulinemije, kao sto je slucaj sa ekspresijom u zrelim adipocitima (sa
izuzetkom unilokulusnih, kod kojih je ekspresija jaka kod svih grupa), $sto moze da ukazuje
na mogucnost prekida mitohondrijalne biogeneze kod hroni¢ne visoke hiperinsulinemije, o
¢emu svedoce nalazi da insulin inhibira ekspresiju ovog koaktivatora (Southgate i sar., 2005).
U prilog ovom rezultatu je i povecana TNF-a ekspresija u preadipocitima BAT
hiperinsulinemi¢nih pacova, za koji je poznato da inhibira adipogenezu i doprinosi razvoju
IRes, $to moze ukazivati na odgovor celije na pojacanu izlozenost insulinskoj stimulaciji.
Skorasnja studija pokazuje da slicno povecanje ekspresije TNF-a u preadipocitima WAT,
dovodi do inhibicije adipogeneze (Ichkonia i sar., 2007). Pokazana je takode i povecana
ekspresija IL-6 inflamatornog medijatora, makrofagnih atraktanata i nukleusna translokacija
proinflamatornog NF-kB (Chung i sar, 2006) $to odgovara nasim rezultatima koji takode
pokazuju poveéanje ekspresije IL-6, MIP-33 i NF-kB u citoplazmi 1 nukleusima

preadipocita BAT, 1 ukazuju na njihovu ukljucenost u razvoj lokalne IRes.

5.6.3. Makrofage mrkog masnog tkiva

Mikroskopska analiza makrofagne strukture i proteinske ekspresije pokazuje da se
model makrofagne infiltracije razlikuje od modela koji se srece u WAT, gde se makrofage
nagomilavaju oko adipocita, $to se opisuje kao strukture nalik krunama (CLS — crownlike
structures, engl.) (Cinti i sar., 2005). Kod BAT se ne sre¢u CLS, makrofage su uglavnom
pojedinacne, mirujuceg, rezidentnog fenotipa (sa sitnim, primarnim lizozomima, bez
znakova fagocitne aktivnosti). Veéa zastupljenost makrofaga je u regionima apoptoze i
eritrofagocitoze, gde su ukljucene u proces uklanjanja eritrocita 1 apoptotskih EFA, o ¢emu
svedoci njihova izrazena fagocitna aktivnost (proinflamatorni fenotip) i povecana ekspresija
HO-1 i HO-2, koje su ukljuc¢ene u razgradnju Hb do CO, bilirubina i gvozda, $to moze
imati ulogu u supresiji smrti Celije, inflamacije i oksidativhog stresa, s obzirom da CO i1
bilirubin suprimiraju ove procese, a gvozde stimuliSe sintezu feritina koji ima
antioksidativhu ulogu. Sve se veci znacaj pripisuje CO, koji se slicno NO, smatra vaznim
signalnim molekulom (Hobbs, 1997), i koji takode moze doprineti lokalnoj vazodilataciji
(Zakbary i sar., 1996; Durante i Schafer, 1998). U drugim regionima, makrofage uglavnhom ne

eksprimiraju HO, ili je njihova ekspresija vrlo niska. Retko se, ¢ak i kod kontrolnih

106 |



Diskusija |

zivotinja, perivaskularno sre¢u regioni masivne makrofagne infiltracije, gde se takode
uocava njihova proinflamatorna aktivnost.

Prethodno pokazan lipogeni, adipogeni i angiogeni, sumarno — vecinski pozitivan
efekat hiperinsulinemije na BAT, daje nam za pravo da pretpostavimo kako je uloga
makrofaga u ovom tkivu prvenstveno u remodeliranju tkiva, ¢ak i u uslovima ekstremne
hiperinsulinemije. Naime, sem lokalne produkcije proinflamatornih citokina, kao i lokalne
aktivacije makrofaga u regionima EFA 1 apoptoze prvenstveno, ne uocavamo drugi vid

korelacije izmedu hiperinsulinemije i makrofagne infiltracije u BAT.
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Rezultati studije o efektima hiperinsulinemije na BAT pacova, pokazuju da se
uoceno strukturno 1 funkcijsko remodeliranje tkiva vrsi u svrhu prilagodavanja uslovima
izmenjene homeostaze koja je wuzrokovana pojacanim izlaganjem fizioloskoj 1
suprafizioloskoj dozi insulina. Na osnovu dobijenih rezulatata moze se zakljuciti da
pozitivno dejstvo hiperinsulinemije na remodeliranje BAT podrazumeva:

. Stimulaciju rasta BAT, tj. povecanje njegove mase, §to je narocito izrazeno pri
hroni¢nom izlaganju kako niskoj, fizioloskoj dozi, tako i visokoj, suprafizioloskoj dozi. U
osnovi povecanja mase tkiva uzrokovanog hiperinsulinemijom su:

- Povecanje lipogeneze, koja dovodi do hipertrofije adipocita, posto se povecava Vv
adipocita, 1 njihova zapremina, a smanjuje se njthova brojnost u tkivu;

- Stimulacija adipogeneze, tj. hiperplazije adipocita, o ¢emu svedoci povecanje broja
preadipocita u tkivu;

- Stimulacija prokrvljenosti tkiva o ¢emu svedoce pojacana ekspresija eNOS, koja
stimuliSe vazodilataciju i VEGF koiji stimulise angiogenezu, §to je i uoceno na nivou
mikroskopske analize.

. Stimulaciju razvoja termogenog kapaciteta tkiva, koja podrazumeva pozitivan efekat
na:

- Ekspresiju UCP1 proteina, kako na nivou pojedinacnih adipocita, tako i na nivou
celog tkiva, pri ¢emu niska doza insulina postepeno povecava ekspresiju u tkivu,
dok visoka doza dovodi do brzog odgovora UCP1 proteinske ekspresije kod vecine
mrkih adipocita;

- Povecanje zastupljenosti mitohondrija u adipocitima, kako bi se ispratio rast samih
adipocita;

- Mitohondrijalnu biogenezu, posebno kod tretmana visokom dozom insulina.

S druge strane, primetno je da hiperinsulinemija, narocito kada se radi o hroni¢nim
tretmanima 1 tretiranju visokom dozom insulina, uporedno sa stimulacijom hipertrofije
tkiva, tj. povecanja njegove funkcijskog, tj. termogenog kapaciteta, ispoljava i citotoksicne
efekte na pojedine celije ili klastere celija. U tom smislu, primeceni su sledeéi citotoksic¢ni i

inhibitorni efekti insulina:
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. Raste ucestalost umiranja celija u tkivu, kako mrkih adipocita, tako i endotelskih
Celija;
. Povecava se ucestalost ekstravazacije eritrocita koji se uklanjaju u procesu

fagocitoze od strane mrkih adipocita (EFA) i makrofaga. Sam proces eritrofagocitoze je
toksican za EFA sto se ogleda u intenziviranju sledecih procesa:
Sinteze feritinskih granula i ekspresije HO-1 i HO-2, sto svedoci o povecanoj
razgradnji (Hb) i rastu koncentracije gvozda u ovim ¢elijama;
Lizozomske degradacije i akumulacije lipofuscina u EFA;
Ostecenja mitohondrija i njihove degradacija;
Ekspresije enzima antioksidativne odbrane (katalaza, CuZnSOD 1 MnSOD) u EFA,
sto ukazuje na pojacanje produkcije ROS;
Umiranja EFA i njthovog uklanjanja od strane makrofaga.
. Povecava se ucestalost lipofuscinogeneze u mrkim adipocitima, $to ukazuje na
pojacanu produkciju ROS, akumulaciju gvozda 1 jaku lipidnu peroksidaciju, o ¢emu govori
povecanje:
Ucestalosti lipofuscinskih granula u pojedinim mrkim adipocitima koje nastaju
lizozomskom degradacijom ostecenih mitohondrija 1 uklanjanjem lipidnih tela;
Ekspresije markera lipidne peroksidacije (4-HNE);
Procentualnog udela gvozda u tkivu;
Ekspresije HO-1 i HO-2 enzima koji ukazuju na pojacano oslobadanje gvozda u
procesu razgradnje metaloproteina, prvenstveno u EFA 1 makrofagama;
= Takode, uprkos rastu termogenog kapaciteta, kod hroni¢nog izlaganja visokoj dozi
insulina, evidentno je smanjenje ekspresije PGC-1a, koji se smatra vaznim regulatorom
mitohondrijalne biogeneze, pa se moze zakljuciti da produzena hiperinsulinemija ipak moze
da inhibira termogeni odgovor tkiva. O tome svedoci i navedeno povecanje ucestalosti
ostecenja mitohondrija u pojedinim mrkim adipocitima;
- Visoka doza insulina stimuliSe ekspresiju enzima antioksidativne odbrane
(prvenstveno MnSOD) u BAT sto svedoci o visokoj produkciji ROS u uslovima
suprafizioloske hiperinsulinemije;
. Pojacana ekspresija proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-6), makrofagnog
hemokina (MIP-38) i NF-kB u pojedinacnim zrelim, multilokulusnim adipocitima,
preadipocitima i unilokulusnim adipocitima ukazuje na njihovu potencijalnu uklju¢enost u

lokalnom smanjenju insulinske senzitivnosti, tj. lokalnom razvoju IRes.
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S obzirom na uocenu nukleusnu translokaciju insulina, njegovog fosforilisanog
receptora, 1 IRS-1 u nukleuse mrkih adipocita, kao i nukleuse endotelskih ¢elija, koja se
pojacava pri hiperinsulinemiji, mozemo zaljuciti da insulin svoje efekte na mrke adipocite i
endotelske celije u BAT ne obavlja samo putem signalne kaskade koja otpocinje nizvodno
od fosforilacije IR u Celijskoj membrani navedenih celija, ve¢ i putem njihovog direktnog
delovanja u razlicitim celijskim kompartmentima, a prvenstveno u nukleusu. S obzirom da
je nukleusna translokacija insulina i IR-P narodito visoka u proliferiSué¢im celijama —
aktiviranim endotelskim celijama i preadipocitima, mozemo zaljuciti da ovaj proces ima

znacaja u proliferaciji i/ili diferencijaciji endotelskih Celija i adipocita BAT.

U vezi sa proliferativnom aktivnoscu u tkivu primeceno je da su adipogeneza 1
angiogeneza u BAT u bliskoj vremensko-prostornoj vezi, tj. da postoji povezanost
navedenih procesa, koja ukazuje na potrebu udruzenog nastanka adipocita i endotelskih
¢elija u svrhu efikasnog funkcionalno-strukturnog remodeliranja tkiva. Takode, nasi
rezultati ukazuju 1 na postojanje zajednickog porekla endotelskih celija i1 adipocita, i to od
prekursora endotelskih ¢éelija u BAT, o ¢emu, pored bliske fizicke povezanosti, govore i:

. Ekspresija vWF markera endotelskih celija u preadipocitima i u manjoj meri,
mladim adipocitima oko regiona udruzene adipo/angiogeneze;

. Perivaskularna lokalizacija ovih regiona.

Sumiranjem dobijenih rezultata moze se zakljuciti da hiperinsulinemija ima znacajan
efekat na BAT — potvrdeno je anabolicko dejstvo insulina i vaznost njegove uloge u
stimulaciji BAT, ali je i pokazana toksicnost visokih doza na celije BAT. Analiza efekata
hiperinsulinemije na BAT pomogla je u rasvetljavanju molekulskih mehanizama u osnovi
strukturnog remodeliranja ovog tkiva. Visoka plasticnost BAT se ogleda u postojanju
funkcionalnih  klastera ¢celija u kojima se odvijaju svi vazni tkivni procesi:
adipo/angiogeneza, umiranje Celija, eritrofagocitoza. To ukazuje da iako jednostavna,
tkivha organizacija BAT je pravilno uredena, potvrduju¢i da je strukturno remodeliranje
preduslov pravilnog funkcionisanja tkiva i to ne kao izolovan proces na nivou pojedinacne

¢elije, ve¢ na nivou celokupnog tkiva, kao sto smo pokazali na modelu hiperinsulinemije.
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PRILOG - SPISAK SKRACENICA

4-HNE 4-hidroksinonenal

AR adrenergicki receptor

BAT engl. brown adipose tissue - mrko masno tkivo

BATIRKO engl. BAT insulin receptor knockont - knockont insulinskog receptora u BAT
BSA engl. bovine serum albumine - govedi serumski albumin

C/EBP-« engl. CCAAT-enbancer-binding protein

CD engl. cluster of differentiation

CLS engl. crown-like structures

CuZnSOD engl. copper-zine superoxide dismutase - bakar-cink superoksid dismutaza
DAB di-amino-benzidin

EDX engl. electron dispersive X-ray microanalysis - elektron-disperzivna analiza X zracima
EFA eritrofagocitni adipocit

eNOS engl. endothelial nitric oxide synthase — endotelska azot-oksid sintaza
FDG PET fluoro-deoksi-glukozna pozitron emisiona tomografija

FITC fluorescin izotiocijanat

FoxO1 engl. forkbead box protein O1

GLUT4 glukozni transporter 4

Grb2 engl. growth factor receptor-bound protein 2

Hb hemoglobin

HE hemin

HO hem oksigenaza

HSL hormon-senzitivna lipaza

IL-6 interleukin 6

iNOS engl. inducible nitric oxide synthase — induciblna azot-oksid sintaza

IR insulinski receptor

IRes engl. insulin resistance - insulinska rezistenca

iRNK informaciona ribonukleinska kiselina

IR-P fosforilisani insulinski receptor

IRS engl. insulin receptor substrate

LPL lipoprotein lipaza

MAPK engl. mitogen-activated protein kinase - mitogen-aktivirana protein kinaza
MDA malondialdehid

MnSOD engl. manganese superoxide dismutase - mangan superoksid dismutaza
MSC engl. mesenchymal stem cell - mezenhimska stem Celija

mtDNK

mitohondrijalna dezoksiribonukleinska kiselina




Skracenice

NF-kB engl. nuclear factor — £B - nukleusni faktor — kB
NOS engl. nitric oxide synthase — azot-oksid sintaza

NRF engl. nuclear respiratory factor

NST engl. non-shivering thermogenesis - termogeneza bez drhtanja
PBS engl. phosphate-buffered saline

PGC-1 engl. PPAR-y coactivator -1

PI3K engl. phosphoinositol-3-kinase - fosfoinozitol-3-kinaza
PPAR-y engl. peroxisome proliferator-activated receptor - y

RES retikulo-endotelski sistem

RNS engl. reactive nitrogen species - reaktivne azotne vrste
ROS engl. reactive oxygen species - reaktivne kiseonicne vrste
SE engl. standard error - standardna greska

SEM skenirajuca elektronska mikroskopija

SHP2 engl. SH2 domain-containing tyrosine phosphatase 2

SM svetlosna mikroskopija

SNS simpaticki nervni sistem

SOD engl. superoxide dismutase - superoksid dismutaza
T2D engl. type 2 diabetes - dijabetes tipa 2

TBS engl. Tris-buffered saline

TEM transmisiona elektronska mikroskopija

TNF-« engl. fumor-necrosis factor - a

Tyr engl. #yrosine - tirozin

UuCr1 engl. uncoupling protein 1 - dekuplujuéi protein 1
VEGF engl. vascular endothelial growth factor - vaskularni endotelski faktor rasta
VE-kadherin vaskularni endotelski kadherin

Vv volumenska gustina

vWE von Willebrand faktor

WAT engl. white adipose tissue - belo masno tkivo

Zfpa23

engl. - ginc finger protein 423
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Institut za zoologiju, Katedra za biologiju celija i tkiva); a potom, od 2010. kao istrazivac¢
saradnik na na projektu #143059 (do decembra 2010. godine) i projektu #173055 (od
januara 2011. godine) Ministarstva prosvete i nauke Republike Srbije (Bioloski fakultet,
Institut za zoologiju, Katedra za biologiju ¢elija 1 tkiva). Od 2007. godine clanica je Srpskog
1 Evropskog drustva za mikroskopiju, a od 2008. godine i Srpskog drustva za
mitohondrijalnu i slobodno-radikalsku fiziologiju. 2008. godine boravila je na Fakultetu
prirodnih nauka Univerziteta u Becu, Austrija, Cell Imaging and Ultrastructure Research
Unit, u organizaciji World University Service (WUS) 1 Austrian Exchange Service (,,One
Month Visit to Austrian Universities™), gde je pohadala Napredni kurs elektronske
mikroskopije, X-ray mikroanalize i krio-ultramikrotomije.

Autor je: dva rada u vrhunskim medunarodnim casopisima (M21), dva rada u
medunarodnim casopisima (M23), dva saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u
celini (M33), pet saopstenja sa medunarodnih skupova Stampanih u izvodu (M34) 1 deset

saopstenja sa nacionalnih nau¢nih skupova stampanih u izvodu (M64).



Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopCTBY

MotnucaHa Mwnuua B. Mapkenuh

6pojynuca BO 060197

MUsjaBrbyjem
[a je joKTopcka gucepTauuja noa HacnoBoMm

MONEeKynckn _MexXaHW3MW _CTPYKTYPHOr _peMoennpara  MPKOr  MacHOr TKuBa NaLoBa

MHOYKOBaHoOr MHCyn1MHoM"

e pe3ynTat ConCTBeHOr NCTPaXBa4vKor pana,

e [a npepnioxeHa guceprauunja y uenuHu H1 y genoeuma Huje Buna npepnnoxeHa 3a
nobujarbe Ouno Koje gunnome npema  CTyAWjCKMAM  nporpamuma  gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

e [a CYy pe3ynTtaThh KOPpeKTHO HaBegeHn 1

e [a HMCaM KpLuuo/ma ayTopcka npasa W KOPWUCTMO MHTENEeKTyarnHy CBOjUHY APYrux
nuua.

MoTnuc pokTopaHga

Y Beorpaay, GG {/M/ 20 ?;i?




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTY LITaMMNaHe U eNieKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOpCKOr paga

Mme u npesume aytopa Munuua b. Mapkenuh

Bpoj ynuca BO 060197

Cryavjcku nporpam buonorunja henuja v TkvBa

Hacnos paga ,Monekyncku MexaHvuamuy CTPYKTYPHOTr pemModenupata MpKOr MacHor
TKMBa NaLoBa MHAYKOBAHOI MHCYNUHOM"

MeHtopn: [p Anekcangpa Kopah, penoBHU npodecop,
Buonowikn dakyntert, YHnBepauter v Beorpagy

Op AHa CtaH4unh, HayYHWU capagHWK,
MHcTUTYT 33 BuonoLka neTpaxueana ,CuHmwa CtaHkosuh"
YHuBsepauTeT v Beorpaay

Motnucann Munuua B. Mapkenuh

W3jaBrbyjeM Aa je wTamnaHa Bep3auja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENeKTPOHCKO)
BEp3uj1 Kojy cam npepao/na 3a objasrbmarce Ha noptany JUrutanHor penosutopujyma
YHuBep3uteta y beorpaay.

HossorbaBam Aa ce objaBe Moju NUYHW nofauun BesaHu 3a fobujare akagemcKor 3para
AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe 1 npe3ume, rognHa u mecto pohewa u gatym oabpaHe
paga.

OBKM NUYHK nogauun mory ce 06jaBUTK Ha MPEXHMM CTpaHuLama gurutanHe oubnuorteke, y
ereKTPOoHCKOM KaTtanory 1 y nybnukauujama YHmeepsnteta y beorpagy.

MoTtnuc pokTopaHga

Y Beorpagy, 6. 04 2042,




Mpwunor 3.

M3jaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® pa y [urutanHu
penosntopujym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy [OKTOpCKY AucepTauumjy nof
HacrnoBoM:

JMONEKYNCKN MEXaHW3MWN _CTPYKTYPHOr pemofenuparsa MPKOr MacHOr TKMBa nauoBa

VHAYKOBaHOr UHCYNUHOM"

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[OvcepTauujy ca CBUM MpuSo3uMa npefao/na cam y eflekTpoHCKOM hopmaTy MoroAHoM 3a
TpajHO apxX1BMpaH-E.

Mojy OOKTOpcKy AucepTauujy noxpaweHy y [durntanHu penosutopujym YHuBepauTeta Yy
Beorpagy mory ga kopucte CBW Koju mowTyjy oapeabe cagpxaHe y ojabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTopcTBO - HEKOMEpLUjarHo
@Awopm’ao — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AeNUTU NOA UCTUM YCIOBUMA
5. AytopcTBo — ©e3 npepage
6. AyTOpcTBO — AENWUTU NoA4 UCTUM YyCcroBuma

(Mornumo Aa 3aoKpyxuTe camo jefHy o4 LecCT NoHyReHWX nuueHuu, KpaTak onuc nuueHLm
0aT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc pokTopaHga

Y Beorpaay, % 0% 1012,




